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RESUMO

Autores: Priscila Aparecida Anunziato e Paulo Rogério Pinto Rodrigues
Titulo da dissertagdo: Estudo do Comportamento eletroquimico de microorganismos na

oxidacdo do aco 430

E de conhecimento que metais imersos em sistemas aquosos sdo facilmente
colonizados por microorganismos. Como conseqiiéncia desta colonizagdo, a superficie
metdlica se torna coberta por um biofilme. Estes Biofilmes microbianos sdo muito complexos
devido as suas diferentes populagdes microbianas. Normalmente sdo em forma poliméricas
separados por canais e espacos vazios, que se desenvolvem em praticamente todas a
superficie metdlica. Os acidentes mais graves ocorrem na biocorrosdo de ambientes
anaerdbios, como em solos e com espessos biofilmes. A corrosdo microbioldgica é um dos
grandes problemas industriais da atualidade, dada a variedade de ambientes que podem
apresentar colonias de bactérias, muitos sdo os equipamentos que podem sofrer esse tipo de
corrosdo. As industrias petroliferas e de dlcool sdo as que mais sofrem com este tipo de
oxidacdo. Existem poucos trabalhos na literatura que utilizam a bioeletroquimica como
monitoramento ou a¢do protetora da superficie metdlica.O objetivo deste trabalho € estudar a
influéncia da Thiobacillus Thiooxidans (TT) na corrosdo do aco inoxiddvel 430 em H,SO,
Imol L' Neste trabalho foram empregadas as técnicas de: medidas gravimétricas,
polarizacdo anddica potenciostitica (PA) e potenciodinamica ciclica (PC), espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE), microscopia Optica e eletronica de varredura (MEV). Os
resultados gravimétricos mostraram que em 180 minutos de imersdo do aco no meio contendo
TT héa a formacdo de biofilme, o qual inicialmente bloqueia a corrosdo do metal. A PA
mostrou que o TT atua catalisando a reacdo de oxidacdo do agco 430 neste meio. Resultados
semelhantes foram obtidos pela EIE. A aplicacdo da PC na regido passiva do ago 430, neste
meio, causa a inibicdo da geracdo de biofilmes em sua superficie, resultado este comprovado

pela MEV.

Palavras-Chave: corrosdo microbioldgica, ago inoxidavel 430, Thiobacillus Thiooxidans.
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ABSTRACT

Author’s: Priscila Aparecida Anunziato and Paulo Rogério Pinto Rodrigues

Title: Study of electrochemical behavior of microorganisms in the oxidation of steel 430

It is known that metals immersed in aqueous systems are easily colonized by microorganisms.
As a result of colonization of microorganisms in metal, the metal surface becomes covered
with a biofilm. These microbial Biofilms are very complex due to their different microbial
populations, usually in the form polymer separated by canals and empty spaces, which
develop in virtually all the metal surface. The most serious accidents occur in biocorrosion of
anaerobic environments, as in soil and thick with biofilms. The microbiological corrosion is a
big problem of today , given the variety of environments that may have colonies of bacteria,
many equipment that can suffer this type of corrosion. The oil and alcohol industries are the
biggest sufferers with this type of oxidation. The objective of this work is the influence of
Thiobacillus Thiooxidans (TT) in the corrosion of 430 stainless steel (SS) in H,SO,4 1 mol |
In this study of the techniques were employed: measures of mass loss, cyclic potentiodynamic
polarization (CPP) and potentiostatic anodic polarization (PAP), electrochemical impedance
spectroscopy (EIS), optical (OM) and scanning electron microscopy (SEM). The results
showed that gravity in 180 minutes of immersion of steel in the solution containing TT there
is the formation of biofilms, which initially blocks the corrosion of the metal. The PAP has
shown that the TT works catalysing the reaction of oxidation of 430 SS in this solution,
similar results were obtained by the EIS. The implementation of the CPP in the region passive
steel 430, in this solution, inhibit the generation of biofilms on the surface, which was

confirmed by SEM.

Keywords: Microbiological corrosion , 430 Stainless Steel, Thiobacillus Thiooxidans.



1. INTRODUCAO

A adicdo de elementos de liga (ex. carbono e cromo) ao ferro, pode gerar algumas

ligas ferrosas como [1]:

Acos : Ligas de ferro - carbono, com teor de carbono inferior a 2,1%;

Ferros Fundidos : Ligas de ferro - carbono com teor de carbono superior a 2,1 %;

Acos inoxiddveis : Adicdo de no minimo 10 % de Cr, com ou sem adi¢do de outros

elementos.

De acordo com esta classificacdo, os acos inoxidaveis sao ligas de ferro (Fe) e cromo
(Cr) com um minimo de 10 % de Cr e a adi¢do de outros elementos, os quais permitem a
obtencdo de uma extensa classificacio do tipo de aco inoxiddvel (ex.: séries 300, 400, duplex,

etc) e conseqiientemente diferentes aplicacdes [1-2].

Os acos inoxiddveis também sdo caracterizados por uma elevada resisténcia a
corrosdo, mas dependendo do ambiente ao qual estardo sujeitos, poderdo corroer. Assim
apesar de serem classificados como “inoxiddvel”, esta classificagdo pode-se tornar irreal para

este tipo de aco [3].

A classificacdo dos acos inoxidaveis € divida em dois grandes grupos: 400, 300. A
série 300 engloba os agos inoxiddveis austeniticos, ndo magnéticos e com estrutura cibica de
face centrada, sdo basicamente ligas Fe, Cr e Ni. A série 400 é a dos agos inoxidaveis
ferriticos, acos magnéticos com estrutura cubica de corpo centrado, basicamente ligas de Fe e
Cr, esta série pode ser dividida em: ferriticos e martensiticos [3].

O aco utilizado nesse trabalho foi o ago inoxiddvel ferritico 430. Este possui
quantidade superior a 16% de cromo. E um material com 6tima resisténcia a corrosdo e uma
boa capacidade de estampagem, utilizado na fabricacdo de talheres, pias, fogdes etc [4].

Nota-se que a corrosdo € um importante tépico cientifico e tecnoldgico de estudo dos
acos inoxiddveis, principalmente quando esta corrosiao € provocada por microorganismos [5].

Os microorganismos induzem, aceleram ou mantém a reagdo de corrosdo, em uma
interface metal/solucdo, biologicamente condicionada pelos biofilmes [6]. Os mecanismos

associados a corrosdo microbiologicamente induzida se devem a presenca fisica das células



microbianas na superficie do metal ou pelas suas proprias atividades metabdlicas [7-13]. A
corrosdo microbioldgica pode ocasionar uma passivacdo do metal base, causando uma
minimizacdo da velocidade de corrosdo (corrosdo umniforme) ou mesmo ocasionar uma
espécie de corrosdo localizada (alveolar ou pite), seja por geragdo de uma oxida¢do mais
intensa na parte inferior dos biofilmes devido a geracdo de meios dcidos ou mesmo por
aeracgdo diferencial [14].

Uma das alternativas € utilizar a biotecnologia para solucionar os problemas causados
por microorganismos, como 0s que possuem a capacidade de formar biofilmes. Os
microrganismos apresentam uma imensa diversidade e desempenham fungdes tnicas e
cruciais na manuten¢do de ecossistemas, como componentes fundamentais de cadeias
alimentares e ciclos biogeoquimicos [15-16]. Apesar de sua grande importincia na
manutengdo da biosfera, estima-se que menos de 10% dos micro-organismos existentes no
planeta tenham sido caracterizados e descritos [17].

Na década de 90, verificou-se que as bactérias em biofilme s@o metabdlica e
morfologicamente diferentes das bactérias em suspensdo e das isoladas em culturas puras,
além de possuirem maior resisténcia a antibidticos e desinfetantes, também chamados de
biocidas. Estima-se que mais de 90% dos microrganismos vivem sob a forma de biofilmes e
praticamente ndo existe nenhuma superficie que ndo possa ser ou vir a ser colonizada por
bactérias [18-20]. A composicdo dos biofilmes é dependente das condi¢cdes do meio, tais
como a temperatura, minerais dissolvidos, pressdo, pH e oxigé€nio dissolvido e ndo é
necessariamente uniforme, podendo até englobar particulas sélidas (argilas, areias, particulas
organicas) provenientes do meio aquoso onde estd imerso [19-21].

Em meios industriais, a formagéo de biofilmes pode levar a um processo de corrosdo
das ligas metdlicas e polimeros e conseqiientemente, a obstru¢do de tubulagdes e a
contaminagdo dos produtos finais [22].

O género Acidithiobacillus sp é composto por bactérias Gram negativas em forma de
bastonete (~0,5 x 1,0-4,0pm) com algumas espécies méveis por meio de flagelos polares. Nao
possuem formas de resisténcia conhecidas, sdo capazes de obter energia através da catdlise
oxidativa de compostos sulfurados, utilizando o oxigénio como o ultimo aceptor eletrdnico.
As bactérias do Género Acidithiobacillus sdo aerobias, com crescimento 6timo em meio com
pH 4cido. Estas espécies sdo encontradas em diversos ambientes, como locais de mineragao,

rios com elevada carga de dejetos orgénicos, dreas de tratamento de esgoto e estudrios, além



de estruturas da construcao civil, provocando danos a mesma. A biodeterioragdo da qualidade
da 4gua, geracdo de 4cido sulftrico e a precipitagdo de 6xidos de ferro sdo problemas sérios
associados a estes microrganismos.

O enxofre elementar é um substrato essencial para as espécies Acidithiobacillus sp
que permite a geragcdo de dcido sulftrico [23-24]. Nos agos inoxidéveis, a presenca de MnS
pode permitir a alimentag@o deste microorganismo, levando a geragdo de H,S que com a dgua
produz o écido sulfirico. Este processo reduz o pH das superficies metélicas permitindo a
nucleacdo do biofilme. O Thiobacillus Thiooxidans sdo acidofilicos e crescem em pH 2 — 3. O
dcido sulfirico produzido por este microorganismo € agressivo e ataca a superficie metdlica
[23-25].

Neste trabalho ird observar que o Thiobacillus Thiooxidans além do pH 2 e 3 crescem
também em pH = 0.

Na literatura sdo encontradas diversas propostas de criacdo de barreiras para se evitar a
geracdo deste tipo de biofilmes. Barreiras estas entre o meio e o metal, sdo uma das solugcdes
mais comum encontrada pela industria de transporte e saneamento de dguas residuais contra a
corrosdo microbioldgica [26-28]. A pulverizacdo com hidréxido de magnésio, também foi
relatada com o intuito de se aumentar o pH da superficie [29]. Mais recentemente, o uso de
biocidas tem sido investigado [30-31]. Entretanto deve-se ressaltar que o uso de biocidas é
ecologicamente errado devido a contaminagdo do meio ambiente por espécies organocloradas
ou fosforadas.

O objetivo deste trabalho € estudar o tido de corrosdo microbioldgica provocada pelo

Thiobacillus Thiooxidans no aco inoxidavel 430 em H,SO4 1 mol L.



2 - OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Estudar a corrosdo microbioldgica provocada pelo Thiobacillus Thiooxidans no aco
inoxiddvel 430 em H,SO4 1 mol L™
2.1 Objetivos Especificos
(1°) Caracterizar e classificar o tipo de corrosdo microbioldgica que o Thiobacillus
Thiooxidans provoca no ago 430 em meio de acido sulfirico 1 mol L
(2°) Aplicar a polarizagdo ciclica na tentativa de inibicdo do crescimento dos

biofilmes de Thiobacillus Thiooxidans na superficie do aco 430 em meio de

H,SO, 1 mol L™,



3. REFERENCIAL TEORICO

Esta revis@o bibliografica serd minuciosa quanto ao aspecto dos microorganismos e
minoritdria quanto aos materiais ferrosos e os tipos de corrosdo. Por se tratar da primeira
dissertacdo em bioeletroquimica do grupo GPEL-UNICENTRO a inten¢ado ¢ de que a mesma

sirva de referencial para os futuros alunos de iniciagao cientifica, mestrandos ou doutorandos.

3.1 MATERIAIS FERROSOS

Os materiais ferrosos compreendem o ferro e suas ligas. Constituem cerca de 95% da
produgdo mundial de metais.

Originalmente o aco foi obtido com a fundic¢do do ferro, elemento quimico abundante
na natureza, que em alta temperatura se ligou ao carbono, originando o ag¢o carbono ou ferro
fundido.

O aco inoxidavel originou-se por volta de 1912, através da adi¢do de no minimo 11%
de cromo ao ago carbono, mas sua utilizacdo na industria s se intensificou na década de 50.
Esta liga resultou em um ago de extremo brilho e beleza com a caracteristica particular que
deu origem a sua designacdo [1].

Uma camada passiva impermeabiliza a aco impedindo o contato do ferro com o
oxigénio do ar, vide figura 3.1. Aparentemente, nos acos inoxidaveis, o filme passivo forma-
se pela reacdo entre a dgua e o metal base, constituindo-se assim por um filme de
oxihidréxido dos metais Cr e Fe. O filme passivo dos agos inoxiddveis ¢ muito fino e
aderente. Os filmes formados em meios oxidantes, como € o caso do acido nitrico usado em

banhos de decapagens, sdo os mais resistentes.



[Oadid]

[ ] Regido ativa

[ ] Regiéo ativa - passiva

B Regido passiva

velocidade de corrosao

Figura 3.1 — Diagrama representativo do efeito do aumento da concentracdo de oxidante

[oxid.] na velocidade de corrosdo dos acos inoxidaveis.

De acordo com Associacdo Brasileira de Normas Técnicas, ABNT, existem diferentes
classificagdes para os agos inoxiddveis, tais como: austeniticos, ferriticos, martensiticos,
duplex, especiais, etc [1-4, 32].

Os acos inoxidaveis de série 300 sdo os agos inoxiddveis austeniticos, acos ndo
magnéticos com estrutura cibica de face centrada e basicamente ligas de Fe — Cr - Ni. A série
400 é a dos acos inoxidaveis ferriticos, acos magnéticos com estrutura cubica de corpo
centrado e basicamente ligas de Fe-Cr.

Neste trabalho serd empregado o ago inoxidavel da série 400, especificamente o ago
inoxidavel ferriticos 430, desta forma dar-se-4 uma pequena introducdo sobre estes tipos de
liga metdlica.

O aco ferritico 430 é um dos mais conhecidos, possui uma quantidade superior a 16%
de cromo, a qual lhe confere uma 6tima resisténcia a corrosdo e uma boa capacidade de
estampagem, por exemplo, na fabricacdo de talheres, baixelas, pias, fogdes, moedas, etc.

A maior limitagdo para a utilizacdo do aco 430 ¢ a soldabilidade do mesmo. Ressalta-
se que o aco 430 tem excelente propriedade para estampagem, o que o leva a ser utilizado em
dutos das industrias petroliferas. Além de se verificar pela figura 3.2, que o aco 430 ¢é a liga

base de criacdo da série 410 S, muito utilizada em colunas de destilacdo. Estes fatores levaram



a escolha desta liga neste trabalho nos estudos de corrosdo microbiolégica, uma das mais

prejudiciais a este tipo de industria [2].
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Figura 3.2 - Tipos de acos inoxidaveis ferriticos da série 400 [2].

3.2 CORROSAO

A corrosdo metdlica € a oxidag¢do do material metélico, causada pela interagdo quimica
ou eletroquimica a um determinado meio corrosivo (condutor), processo termodinamicamente
espontineo (AG < 0). Pode-se classificar a corrosdo em dois tipos especificos:

(1*) Corrosao generalizada ou uniforme — o metal em presenca de meio oxidante, se
oxida com perda de espessura uniforme, podendo possuir nos primeiros instantes uma
velocidade de corrosdo menor ou maior e depois de um certo tempo passar a ter uma
velocidade de oxidacdo constante. Na figura 3.3 (a) e (b) s@o mostradas apenas duas
esquematizacdes deste comportamento de corrosdo uniforme [1-6, 33-36].

(2%) Corrosao localizada - como a designagdo sugere, ocorre em determinados pontos
da superficie metdlica e é tdo mais provavel quanto maior a heterogeneidade da liga. Diversos

tipos de corrosdo localizada sdo abordados na literatura, entretanto para este trabalho serd



abordado dois tipos classicos, por Pite e Frestas [1, 14, 37]. Nas figuras 3.3 (c) e (d) sdo

mostradas dois possiveis comportamentos da variacdo na medida da velocidade corrosdo

dentre os diversos existentes, quando a mesma ocorre de forma localizada.
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Figura 3.3 — Esquematizacdo de quatro possiveis medidas de velocidade de corrosdo de um

material metalico exposto a meio oxidativo, sendo:
(A) Velocidade inicial menor e (B) velocidade inicial maior, quando comparadas a velocidade

de estabilizacdo devido a corros@o uniforme (generalizada).
(C) Velocidade inicial menor e (D) velocidade inicial maior, quando comparadas a

velocidade de pseudo-estabilizacdo devido a corrosdo localizada.



. Corrosao por Pite

O pite é uma forma localizada de corrosio que pode ocorrer como resultado da
exposicdo do metal base em ambientes especificos, por exemplo, meios contendo cloretos
[14,37]. Na maioria das aplicacdes, a extensdo dos pites provavelmente € sé superficial e a
reducdo da sec¢do de um componente é considerada desprezivel, entretanto existem exemplos
que a profundidade deste tipo de oxidacd@o perfura o material base, provocando sérios danos
[38-39]. Na figura 3.4 € possivel se verificar e comparar a corrosdo generalizada e a por pite,

normalmente gerada em ligas passivadas, como agos inoxidaveis e aluminio.

corrosdo uniforme

Euoonok o do
Pl Py

METAL BASE

corrosdo por pites

Figura 3.4 — Representacdo esquematica da corrosdo generalizada (uniforme) e a por pites

e Corrosio em frestas

Se hd uma fresta na juncéo de duas pecas de aco e o eletrdlito e o oxigénio conseguem
penetrar, forma-se uma célula de oxigenacgdo diferenciada, esta diferenca de concentragdo de
oxigénio produz a corrosdo por frestas, também chamada corrosdo por aeragdo diferencial.
Justamente onde a quantidade de oxigénio é menor, ou seja, no interior da fresta, por
causa da dificuldade de acesso para o oxigénio, a drea é anddica e o ferro passa para a solugcao
na forma de fons. Este tipo de corrosdo também € designado de corrosdo por aeracdo

diferencial. Na 4rea externa, hd maior concentracido de oxigé€nio e d4gua e por isso esta parte se
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comporta como catodo e ndo sofre corros@o. Ja na drea intermedidria, entre o anodo e o

catodo ha a formacao da ferrugem, vide figura 3.5 [17,40].

Corroséo por frestas

Eaisi
concentmgks
ey s gy mies

Aba
S LRE T e
i axigiinis

Figura 3.5 — Representacdo esquematica da corrosdo em frestas.

Ap6s esta dissertacdo sobre os dois tipos de corrosao localizada deve-se ressaltar que
um dos objetivos especificos deste trabalho € o estudo da corresdo microbiolégica do aco 430

em H,SO, 1 mol L™, desta forma este serd o préximo tépico a ser dissertado.

3.3 CORROSAO MICROBIOLOGICA

Os microorganismos induzem, aceleram ou mantém a reag¢do de corrosdo, em uma
interface metal/solucdo, biologicamente condicionada pelos biofilmes [6, 7, 14, 28, 38-43]. Os
mecanismos associados a corros@o microbiologicamente induzida se devem a presenca fisica
das células microbianas na superficie do metal ou pela sua propria atividade metabdlica. A
corrosdo microbioldgica pode ocasionar uma passivacdo do metal base, causando uma
minimizacdo da velocidade de corrosdo (corrosdo umiforme) ou mesmo ocasionar uma
espécie de corrosdo localizada (alveolar ou pite). Esta corrosdo localizada pode ocorrer pela

ruptura do biofilme ou pela “alimentacdo” dos microorganismos existentes nos mesmos,
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podendo levar a uma oxidagdo mais intensa do metal, devido a geracdo de meios acidos ou

mesmo por aeracdo diferencial [41-42], vide figura 3.6.[14]

Menor concentracao
de oxigénio

'/ Bipfilmes

P

(B)

Biofilme /

5 " daior concentracao
Corrogdc generalizada :jlal r_c‘n_c ntraga
. . & oxigénio
abaixo do biofime =

(A} Biofimes

(B)

Figura 3.6 — Esquematizacdo da corrosdo microbioldgica em um material metdlico exposto a

meio oxidativo, onde ocorre uma corrosio generalizada (A) ou localizada (B).

De acordo com as caracteristicas do crescimento e do metabolismo dos

microorganismos, podemos citar os seguintes tipos de biocorrosao:

e Pilhas de aeracdo diferencial

Neste caso vérios microorganismos como algas, bactérias e fungos formam depdsitos
insoluveis que ficam aderidos na superficie metélica sob a forma de biofilmes ou tubérculos.
Abaixo desse depdsito, pode ocorrer a corrosdo por aeracio diferencial ou o desenvolvimento
de bactérias anaerdbias, que também causario corrosdao no metal.

A drea coberta pelo biofilme, ou seja, a drea menos aerada, funcionard como anodo,
provocando a oxidac@o do metal. Enquanto isso, a drea limpa em contato com a dgua, serd o
catodo.

A drea abaixo do biofilme, deficiente de oxigénio, favorece a proliferacdo de seres
anaer6bios. Estabelece-se assim uma relagdo de simbiose entre bactérias aerébias e anaerdbias

sobre a superficie do metal.
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e Corrosdo por bactérias oxidantes de ferro

Essas bactérias, de grande diversidade estrutural, apresentam em comum a capacidade de
oxidar o ferro ferroso a férrico, produzindo depésitos de Fe(OH); ou Fe,Os . H,O, insoldveis.
Entre as bactérias oxidantes de ferro normalmente associadas ao processo de corrosdo,
podemos citar os géneros Gallionella e Siderocaspa. Essas bactérias desenvolvem-se em uma

faixa de temperatura de 0 a 40°C e em valores de pH em torno de 5,5 e 8,2 [14].

e Corrosio por bactérias redutoras de sulfatos (BRS)

As BRS constituem um grupo taxonomicamente variado de bactérias, relacionadas por
aspectos fisiolégicos e ecoldgicos. Originalmente foram classificadas em dois géneros: o
Desulfovibrio (cinco espécies) e o Desulfotomaculum (sete espécies), segundo a capacidade de
formar esporos, respectivamente [43].

O género Desulfovibrio consiste em um pequeno grupo de bactérias estritamente
anaerébias, que sdo caracterizadas pela sua capacidade de reduzir sulfato a sulfeto. O
crescimento dessas bactérias depende de um pH normalmente entre 5,5 e 8,5, presenca de

sulfato e nutrientes, incluindo matéria organica e temperatura entre 25 a 44°C [44].

e Corrosio por bactérias oxidantes de enxofre

Trata-se de um grupo de bactérias do gé€nero Thiobacillus que oxidam enxofre ou
compostos de enxofre a sulfato, com simultanea producio de écido sulfiirico, que funciona
como agente corrosivo. Os compostos de enxofre envolvidos sdo geralmente: sulfito (SO5%),
tiosulfato (82032') e diversos politionatos como o tetrationato (S4062').

As trés espécies mais envolvidas nos processos de corrosdo sdo: Thiobacillus
thioparus, Thiobacillus thiooxidans, Thiobacillus concretivorus e Thiobacillus ferroxidans.
Essas bactérias sdo quimiolitotréficas, acidéfilas, mesofilicas, aerdbias e autotrdficas,
sintetizando seu material celular de compostos inorganicos e nitrogénio. A energia para essa
sintese € proveniente da oxidagcdo do enxofre, ou seus compostos. A temperatura 6tima para
crescimento dessas bactérias estd na faixa de 25°C a 30°C. Seus processos metabdlicos
ocasionam diminuicdo do pH, que as vezes chega préximo do pH =2 [45].

As bactérias do género Acidithiobacillus ferrooxidans tém sido ativas na dissolugdo de

sulfetos de cobre na extragdo comercial desse elemento desde 1670. Tal espécie pode utilizar
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como fonte de energia, além do ion ferroso, enxofre e seus derivados, a reagdo de oxidacdo de

ligas ferrosas € muito controversa [5].

4Fe(s) + SO4~ + 4H,0 — FeS + 3Fe(OH), + 20H°

As bactérias da espécie Acidithiobacillus ferrooxidans e Acidithiobacillus thiooxidans
sdo organismos unicelulares, quimiossintetizantes, autotréficos, Gram-negativos e com
formato em bastdo. Algumas tém flagelos, e possuem tamanho de célula de 0,3 a 0,5 um de
didmetro e 1,0 a 1,7 um de comprimento [46-47].

A espécie Acidithiobacillus ferrooxidans e Acidithiobacillus thiooxidans crescem no
intervalo de pH 1,0 a 6,0, sendo o pH 6timo para alcancar a méaxima velocidade de
crescimento de 2,0 a 2,5. De modo andlogo, sobrevive em um intervalo de temperatura de 2 a
40°C, mas o intervalo de 28 a 35°C € o mais favoravel. Entretanto, o Acidithiobacillus
ferrooxidans cresce em pH baixo, sendo seu pH citoplasmdtico interno proximo da
neutralidade, e o gradiente de pH através da sua membrana citoplasmatica é um dos maiores
de todos os organismos [46].

As bactérias do género Acidithiobacillus sdo encontradas em diversos ambientes, como
locais de minerac@o, rio com elevada carga de dejetos organicos, dreas de tratamento de
esgoto e estudrios, além de estruturas da construcdo civil, provocando danos a mesma. A
biodeteriorizacdo da qualidade de 4dgua, geragcdo de acido sulftrico e a precipitacdo de 6xidos
de ferro sdo problemas sérios associados a estes microrganismos.

A corrosdo microbioldgica é um processo que afeta principalmente a inddstria do
petréleo, particularmente a de extragdo de hidrocarbonetos, transporte e armazenagem. Este
tipo de corrosdo tem sido avaliado normalmente por testes microbioldgicos, € apenas algumas
referéncias mencionam outros métodos, como as técnicas bioeletroquimicas.

Gayosso et al utilizaram duas técnicas diferentes: resisténcia de polarizagdo e ruido
eletroquimico para estudar a corrosdo de um consércio de microorganismos de um gasoduto
que transportava gas no sudeste do México [55].

As técnicas eletroquimicas utilizadas apresentaram uma tendéncia similar no
comportamento da taxa de corrosdo, e valores de velocidade de corrosdo acima de 0,3 mm
ano’' foram observados. Um tipo de corrosdo localizada foi observado sobre a superficie

metdlica, e foi associada a bactéria Desulfovibrio Vietnamensis. Consideraram que a taxa de
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corrosdo aumentava durante os experimentos, figura 3.7, e que isto significa que §é
diretamente proporcional a espécie sé€ssil que induz a corrosio metdlica. Devido a esta
situacdo, é muito importante para determinar a cinética do crescimento séssil quando se

estuda processo de corrosdo microbiolégica.
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Figura 3.7 - Velocidade de corrosio utilizando-se a técnica de resisténcia de polarizagdo para

0 aco API XL 52, exposto a condi¢des na ausé€ncia e presenca de microorganismos [55].

Os resultados da figura 3.7 mostram uma oscilacdo na velocidade de corrosdo na
presenga dos microorganismos nos primeiros instantes, ora menor e depois maior velocidade
de corrosdo em relacdo ao sistema na auséncia dos microorganismos,

Os autores salientam que o uso da técnica de ruido eletroquimico pode identificar em
qual momento em que o processo tornar-se corrosdo localizada [55].

Paul Linhardt em seu trabalho mostrou que a corros@o microbioldgica influenciada por
microorganismos oxidantes do manganés € um fendmeno que ocorre em d4gua doce,
normalmente em sistemas contendo agos inoxidaveis [56].

7Zs. Keresztes et al [57] estudaram a influéncia dos biocidas na corrosao
microbioldgica do aco doce e ligas de bronze. A ac¢do das bactérias anaerdbicas de redugdo de

sulfato na corrosdo do aco e do bronze, foi estudada. O uso de biocidas, em diferentes
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concentragdes, fora testado para inibir a efici€éncia metabdlica atividade destas bactérias: N-

hidroximetilglicina (GLY) e N-hidroximetilfenilalanina (PHE).
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FIGURA 3.8 — Velocidade de corrosdo para op ago doce em meio na auséncia (----) e
presenca de Desulfovibrio Desulfuricans sem (== ) e com biocidas: (A) GLY e (e) PHE
[57].

De acordo com os resultados, figura 3.8 , os biocidas aplicados tém diferente
eficiéncia inibidora sobre a bactéria.

Kuang et al estudaram as influéncias do processo crescente de bactérias redutoras de
sulfato em sistemas de dguas salgadas. Os resultados indicam que as médias da taxa de
corrosao do aco nio dependem do niimero de microorganismos, mas do acimulo de produtos
de metabolismo destas bactérias redutoras de sulfato [58]. Os autores apresentam na figura
3.9, as bactérias redutoras de sulfato aumentam a taxa de corrosio do ago carbono em

comparagdo com a dgua do mar sem bactérias.
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FIGURA 3.9 — Curvas de polarizag¢do potenciodindmicas para o aco carbono D 36 em 4gua

do mar sem bactérias redutoras de sulfato (SBR) ou na presenca de diferentes concentragdes
de SBR [58].

3.4 MICROORGANISMOS

A palavra Microbiologia provém do grego, onde:

Mikros = pequeno
Bios = vida

Logos = ciéncia

Desta forma, Microbiologia é o estudo dos organismos microscépicos. Ciéncia esta
que se estuda a forma, a estrutura, a reproducio, a fisiologia, o metabolismo e a identificacdo

dos seres microscopicos. Incluindo o estudo da sua distribuicdo natural, suas relacdes
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reciprocas e com outros seres vivos, seus efeitos benéficos e prejudiciais sobre os homens e as
alteragdes fisicas e quimicas que provocam em seu meio ambiente [48].

Em sua maior parte, a Microbiologia trata com organismos microscopicos
unicelulares. Nas chamadas formas superiores de vida, os organismos sdo compostos de
muitas células, que constituem tecidos altamente especializados e 6rgdos destinados a exercer
funcdes especificas. Nos individuos unicelulares, todos os processos vitais sdo realizados
numa unica célula. Independentemente da complexidade de um organismo, a célula é, na
realidade, a unidade basica da vida [48].

Todas as células vivas sdo basicamente semelhantes. Conforme ja foi visto, elas
compdem-se de protoplasma (do grego: a primeira substincia formada), um complexo
organico coloidal constituido principalmente de proteinas, lipideos e dcidos nucléicos; o
conjunto € circundado por membranas limitantes ou parede celular, e todos contém um nicleo
ou uma substancia nuclear equivalente [48].

Todos os sistemas bioldgicos tém as seguintes caracteristicas comuns: habilidade de
reproducdo, capacidade de ingestdo ou assimilacio de substdncias alimentares,
(metabolizando-as para suas necessidades de energia e de crescimento), habilidade de
excrecdo de produtos de escdria, capacidade de reagir a alteragdes do meio ambiente (algumas
vezes chamada de "irritabilidade"), e suscetibilidade a mutagéo [48].

Os principios da Biologia podem ser demonstrados através do estudo da
Microbiologia, pois 0s microrganismos t€ém muitas caracteristicas que os tornam instrumentos
ideais para a pesquisa dos fendmenos bioldgicos. Os microrganismos fornecem sistemas
especificos para a investiga¢io das reagOes fisioldgicas, genéticas e bioquimicas, que sio a
base da vida. Eles podem crescer, de maneira conveniente, em tubos de ensaio ou frascos,
exigindo, assim, menos espaco e cuidados de manuten¢cdo do que as plantas superiores € 0s
animais. Além disso, crescem rapidamente e se reproduzem num ritmo muito alto; algumas
espécies bacterianas demonstram quase 100 geracdes num periodo de 24 horas. Os processos
metabdlicos dos microrganismos seguem os padrdes que ocorrem nos vegetais superiores e
nos animais. As leveduras, por exemplo, utilizam a glicose, basicamente do mesmo modo que
as células dos tecidos de mamiferos, revelando que o mesmo sistema enzimédtico estd presente
nestes organismos tao diversos [48].

Em Microbiologia pode-se estudar os organismos em grande detalhe e observar seus

processos vitais durante o crescimento, a reproducdo, o envelhecimento e a morte.
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Modificando-se a composicdo do meio ambiente, é possivel alterar as atividades metabdlicas,
regular o crescimento e, até alterar alguns detalhes do padrio genético, tudo sem causar a
destrui¢do do microrganismo [48].

Os principais grupos de microrganismos sio 0s protozodrios, fungos, algas e bactérias.
Os virus, apesar de ndo serem considerados vivos, t€m algumas caracteristicas de células
vivas e por isso sdo estudados como microrganismos [48].

A palavra bactéria vem do termo bacterium, derivada da palavra grega que significa
"pequeno bastao".

A forma das bactérias é diversificada, vide figura 3.10, as esféricas sao chamadas
cocos; quando alongadas, recebem o nome de bacilos; e, em formas helicoidais, em geral
moveis, sdo denominadas espirilos. Muito freqiientemente, as células bacterianas aparecem
em grupos, e nao isoladas. Os cocos em pares formam os diplococos; dispostos em fileiras,
sdo chamados estreptococos; e, quando aparecem como cachos de uvas, denominam-se

estafilococos.
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Figura 3.10 - Principais formas das bactérias [49].



19

3.5 Estruturas das bactérias

O estudo da estrutura das bactérias, figura 3.11 mostra que elas apresentam,
envolvendo o seu citoplasma, uma membrana plasmdtica em torno da qual se encontra uma
espessa e rigida camada, a parede bacteriana. Por fora da parede, pode ocorrer uma terceira
camada, viscosa, que, em algumas espécies, € espessa, constituindo a capsula. No interior da
célula procarionte, além do citoplasma, encontra-se uma regido correspondente ao nicleo,
chamada nucledide, além de granulos diversos. Freqlientemente partem da superficie
bacteriana prolongamentos filamentosos de dois tipos: os flagelos, responsdveis pela
movimentacdo das bactérias, e as fimbrias, estruturas que participam da transferéncia
unidirecional de DNA entre células bacterianas.

A Figura 3.11 apresenta esquematicamente uma célula bacteriana tipica com as

principais estruturas externas e internas a membrana plasmaética.
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Figura 3.11 -Estrutura tipica das bactérias [50].

A membrana plasmadtica das bactérias tem a mesma estrutura trilaminar da membrana
plasmatica das células eucariontes. Nela se situam moléculas receptoras, as proteinas
relacionadas com o transporte transmembrana e as moléculas da cadeia respiratdria andloga a
cadeia respiratdria existente na membrana interna das mitocondrias das células eucariontes.

As vezes, observam-se invaginacdes da membrana, formando um complexo ao qual se
deu o nome de mesossomo (meso, meio, € soma, corpo). Essas estruturas aumentam a

quantidade de membrana plasmética, aumentando também o nimero de moléculas que
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participam dos processos funcionais importantes, como a respiragdo. Os mesossomos também
participam da formacdo dos septos e da parede, que aparecem quando a bactéria se divide.

Cada bactéria contém um ou mais nucledides, regides arredondadas ou alongadas bem
visiveis nas micrografias eletrdnicas. O nucledide contém o cromossomo da bactéria e muitas
vezes se localiza nas proximidades ou mesmo ligado 2 membrana plasmética. O DNA do
cromossomo bacteriano é um filamento circular, constituido por duas cadeias dispostas em
hélice, mede cerca de 1 mm de comprimento e sua molécula se dobra muito para caber na
célula bacteriana. O cromossomo bacteriano é diferente dos cromossomos das células
eucariontes, que sdo estruturas muito mais elaboradas e constituidas de DNA e maior
variedade de proteinas. Numa mesma espécie bacteriana, o nimero de cromossomos, por
célula, é varidvel, porém geralmente existe mais de um. Como as bactérias nio se dividem por
mitose, seus cromossomos nio apresentam a condensagdo ciclica observada nos cromossomos
das células eucariontes durante a divisdo celular. Ndo existe ciclo celular nas bactérias.

Além dos cromossomos do nucledide, as bactérias podem apresentar outros, também
circulares, muito menores. Esses pequenos cromossomos, localizados fora do nucledide,
também veiculam informacdo genética e sdo denominados plasmidios. Os plasmidios se
multiplicam independentemente dos cromossomos principais. Esses elementos possuem genes
para a propria replicacio e genes que influenciam favoravelmente a bactéria. Todavia, ndo sdo
essenciais para a vida da bactéria. Os plasmidios geralmente ocorrem em copias mdltiplas, o
que aumenta muito a eficiéncia dos genes neles contidos. Um plasmidio capaz de se integrar
no cromossomo da bactéria recebe o nome de epissomo.

Os plasmidios apresentam caracteristicas que os tornam muito uteis aos estudos de
biologia molecular, sendo muito utilizados nas técnicas de DNA recombinante ( engenharia
genética) para transferir genes entre organismos diferentes.

Também nas células procariontes, como nas eucariontes, pode haver transferéncia de
genes para locais diferentes no DNA da mesma célula, pelos transposons, que sdo segmentos
de DNA dotados da capacidade de se transferirem entre plasmidios e cromossomos,
“saltando” de um local para outro. Os transposons aumentam as variagdes genéticas entre as
bactérias, facilitando muito a transferéncia de resisténcia a antibidticos e a outras substincias
toxicas para elas. Essa propriedade aumenta em muito a sobrevivéncia das bactérias, quando
elas enfrentam condicdes adversas. Tanto as bactérias como nos demais seres vivos, 0s

transposons sdo elementos importantes no processo evolutivo.
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Todas as bactérias, exceto os microplasmas, apresentam uma parede rigida,
responsavel pela forma da célula e que a protege contra a ruptura e contra a penetracdo de
bacteridéfagos (bacteriografo é o nome dados aos virus que atacam as bactérias). Pelo
transporte ativo de moléculas e fons, a maioria das bactérias mantém pressdo osmdtica interna
de 5 a 20 atmosferas, muito mais elevadas do que a pressdo osmdtica de certos ambientes
onde elas vivem na natureza. A parede que essas bactérias se rompam, possibilitando sua
sobrevivéncia e multiplicagdo e meio hipoténico (ambiente com pressdo osmética inferior a
do citoplasma bacteriano). Apesar de ser rigida e resistente, a parede é permedvel, o que é
essencial para a nutricdo da célula e a eliminacdo de moléculas diversas produzidas pelas
bactérias. A parede contém moléculas antigénicas (capazes de provocar uma resposta
imunitidria e de reagir com os respectivos anticorpos) que podem ser utilizadas para a
identificacdo das bactérias.

Devido as propriedades de suas paredes, as bactérias sdo divididas em dois grandes
grupos: as Gram-positivas e as Gram-negativas. A colocacdo de um determinado tipo de
bactéria num desses grupos depende de seu comportamento diante da colocacdo de Gram. As
bactérias que, apds aplicacdo da técnica de Gram, aparecem coradas em roxo sdo chamadas
Gram-positivas. As que nio rettm a cor roxa sdo as Gram-negativas. Para facilitar sua
visualiza¢do ao microcépio, as ultimas sdo geralmente coradas em vermelho com safranina ou
fucsina, que ndo altera a cor roxa das Gram-positivas.

A parede das células Gram-positivas, figura 3.12 é simples, sendo formada apenas
por uma espessa camada de peptidoglicanas (sindnimos: mureina, mucopeptideo) situada
entre a membrana plasmadtica e a cdpsula, que fica mais externamente. As peptidoglicanas sao
compostos tipicos das paredes bacterianas, constituidos por cadeias de aminodcidos ligadas a
uma cadeia de hidratos de carbono. Sdo responsaveis pela rigidez e pela resisténcia da parede
das bactérias. A parede das células Gram-positivas geralmente possui moléculas de acidos
teicdicos. Esses dcidos sdo polimeros constituidos de varios tipos de moléculas como glicerol,

hidratos de carbono e aminoacidos.
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Figura 3.12 : Parede celular de bactérias Gram-positivas [50].

A parede celular das bactérias Gram-negativas ¢ muito complexa, figura 3.13,
sendo formada pelas seguintes camadas, de dentro para fora: 1) uma camada de
peptidoglicanas, mais delgada do que das bactérias Gram-positivas; 2) uma camada de
lipoproteinas; 3) a membrana externa, de estrutura trilaminar, como as das demais membranas

celulares; 4) a camada de lipopolissacarideos (LPS).
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Figura 3.13: Parede celular de bactérias Gram-positivas [50].

A membrana externa ¢ uma estrutura peculiar. Embora localizada na parte externa da
parede, tem estrutura semelhante as membranas celulares em geral. A membrana externa tem
a arquitetura de um mosaico fluido, mas os fosfolipidios de seu folheto externo sio
substituidos pro abundantes moléculas de lipopolissacarideos (LPS), que chegam a constituir
uma verdadeira camada, formando uma forte barreira em volta da célula. Entre outras
funcdes, os lipopolissacarideos t€ém um papel protetor, como, por exemplo, nas bactérias
entéricas que resistem as enzimas hidroliticas e aos sais biliares do trato digestivo. A
membrana externa das bactérias Gram-negativas contém moléculas protéicas, denominadas
porinas, que formam canais por onde penetram diversas substincias, como aminodcidos e
hidratos de carbono. Como a camada de lipopolissacarideos € impermedvel, praticamente
todas as moléculas que penetram na parede, para atingirem a membrana plasmaética, o fazem
pelos canais de porinas.

A capsula, presente em muitas bactérias, figura 3.11, tanto Gram-positivas quanto
Gram-negativas, ¢ uma camada de espessura e constituicio molecular variadas e de
consisténcia mucosa. Costuma conter antigenos potentes, conferindo a bactéria propriedades
imunolégicas bem definidas. Apesar da presenca da cdpsula ndo estar sempre relacionada a

capacidade da bactéria em agredir o hospedeiro, essa estrutura confere as bactérias
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patogénicas (pathos, doenca, e genos, gerar) certa resisténcia a fagocitose e ao ataque de
outros elementos de defesa dos organismos, explicando assim, em parte, sua atividade
patogénica.

A hidrélise da parede bacteriana ou o bloqueio de sua sintese podem gerar os
protoplastos ou os esferoplastos. A remocio da parede deve ser feita em meio de cultivo de
pressdo osmotica adequada, para prevenir a ruptura das células sem parede. Geralmente, os
protoplastos sdo derivados das bactérias Gram-positivas, e os esferoplastos, das Gram-
negativas. Ambos sdo esféricos. A principal diferanca entre os dois é que os protoplastos sao
totalmente desprovidos de constituintes da parede e, por isso, osmoticamente muito mais
frageis do que os esferoplastos, que retém alguns materiais da membrana externa da parede
bacteriana.

As células sem parede e que s@o capazes de proliferar nos cultivos ou nos organismos
hospedeiros recebem o nome de formas L. Algumas dessas formas L. podem voltar a sintetizar
paredes, revertendo a sua forma normal. Outras perdem definitivamente a capacidade de
voltar a fabricar novas paredes.

Certas bactérias produzem formas L espontaneamente, muitas vezes causando doengas
cronicas e de tratamento dificil, porque as formas L sdo mais resistentes a muitos antibiéticos.

Sendo desprovido de organelas membranosas, o citoplasma das células bacterianas e
formada essencialmente pelo citossol, contendo moderada quantidade de riobossomos, que se
prendem a moléculas de RNA mensageiro (mMRNA) para formar polirribossomos. Nas
bactérias fotossintéticas, o pigmento captador da luz solarse localiza em lamelas paralelas
situadas proximo & membrana plasmaitica e que, a vezes, se dobram e formam corptisculos
isolados.

As bactérias podem acumular material de reserva em granulos osmoticamente inertes,
ndo envolvidos por membrana. Na falta de nitrogénio, quando ndo podem sintetizar proteinas
nem 4cidos nucléicos, as bactérias acumulam o carbono excedente sob a forma de polimeros
do 4cido hidroxibutirico ou de polimeros de glicose, como o amido e o glicogénio. Esses
granulos sdo usados como fonte de carbono para a sintese de proteinas e 4cidos nucléicos,
quando as células obtém nitrogénio suficiente. Sdo muito freqiientes os granulos de
metafosfato polimerizado, que foram denominados granulos de volutina, antes de sua

caracterizagc@o quimica.
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As células procariontes ndo apresentam citoesqueleto, ao contrario das células
eucariontes, que exibem um citoesqueleto responsavel pela constituicio e manutencdo da
forma das células e que participa dos movimentos celulares. A forma das células das bactérias
€ determinada pela parede, que é uma estrutura rigida.

Certas bactérias fotossintéticas (usam a luz do Sol como fonte de energia) que vivem
em meio aquatico possuem vesiculas cilindricas contendo gis que controlam a flutuagido do
microrganismo. Essas vesiculas alongadas sdo limitadas por membranas protéicas e, portanto,
diferentes das membranas em geral, onde predominam lipidios. Por meio do controle de sua
flutuacdo essas bactérias procuram, no meio liquido, a profundidade mais conveniente no que
se refere 4 concentracdo de nutrientes, concentracdo de oxigénio e intensidade luminosa.

Os prolongamentos observados na superficie das bactérias sdo de dois tipos — os
flagelos e as fimbrias, figura 3.11. Os flagelos sdo 6rgdos de locomogdo filamentosos,
medindo geralmente de 3 a 12 microm de comprimento e 12 a 30 nm de diametro. Porém, em
certas bactérias, o flagelo pode atingir algumas centenas de micrometros de comprimento. Na
base do flagelo existe uma dilatag@o, principal responsavel pela rotacdo do flagelo, que se
encontra imersa na parede e na membrana plasmética da célula bacteriana. O flagelo € um
polimero da proteina flagelina, caracteristica de cada espécie de bactéria. Os mondmeros de
flagelina se organizam em 11 protofilamentos para constituir o flagelo.

Nio hd indicios de que o ATP participe do movimento flagelar. Os dados disponiveis
sugerem que a energia é fornecida por um fluxo de prétons. Os flagelos sdo rotores semi-
rigidos aos quais a célula imprime um movimento de rotacdo. O flagelo pode girar num
sentido algum tempo e, em seguida, girar no sentido contrdrio, alterando a direcdo do
movimento bacteriano.

As fimbrias, figura 3.11, s@o filamentos rigidos, de natureza protéica, mais numerosos
do que os flagelos e ndo associados a locomocdo. As fimbrias sdo mais finas e mais curtas do
que os flagelos. Como estes, as fimbrias também sdo compostos de subunidades protéicas. Ha
duas classes de fimbrias: as fimbrias comuns, que podem promover a aderéncia das bactérias
as células eucariontes agredidas, tendo assim relevante papel na patogenicidade (capacidade
de produzir doenga) bacteriana, e as fimbrias sexuais, mais longas, que sdo responsaveis pela
fixacdo das bactérias durante o processo de conjugacdo. Nesse processo, hd passagem
unidirecional de DNA da célula bacteriana doadora para a célula receptora, através de

comunicagdes que se formam entre os citoplasmas das duas células (ndo por dentro das
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fimbrias). As fimbrias sexuais estdo presentes apenas nas bactérias doadoras, enquanto as
células receptoras possuem, na sua superficie, macromoléculas que facilitam a fixacdo das
fimbrias. O papel das fimbrias sexuais é apenas fixar temporariamente a célula doadora e a
receptora.

A figura 3.14 resume a estruturacdo dos principais componentes da célula bacteriana.

mesosomas

b T z ] : .
1 _""___ . W fimbrias

1-' TAAT g SRR
parede celular
ribossomos ——

inclusdes membrana interna

Figura 3.14 - Estruturacio dos principais componentes da célula bacteriana [50].

O cultivo dos microrganismos, em condi¢des laboratoriais, € um pré-requisito para
seu estudo adequado. Para que isto possa ser realizado, é necessario o conhecimento de suas

exigéncias nutritivas e das condicdes fisicas requeridas.
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As bactérias podem ser divididas em grupos com base em suas exigéncias nutritivas. A

principal separacao corresponde aos grupos:

Fototréficos: Organismos que utilizam a energia radiante como fonte de energia.

Existem bactérias que utilizam o CO, como principal fonte de carbono; s@o as

fotolitotrdficas. Outras exigem um composto orgdnico (élcoois, 4cidos graxos,

aminodcidos) e sdo ditas fotorganotréficas.

Quimiotrdficos Organismos incapazes de utilizar a energia radiante; dependem da

oxidacdo de compostos quimicos para a obtengdo de energia. Bactérias que utilizam o

CO; como fonte de carbono e oxidam compostos inorganicos (como por exemplo os

nitritos), ou elementos quimicos (como por exemplo o enxofre) para obtencdo da

fonte de energia s@o chamadas quimiolitotréficas. As que utilizam compostos

organicos para obter energia, sdo chamadas quimiorganotrdficas.

Tabela 3.1 - Principais tipos nutritivos das bactérias [50]. (*) aa = aminoacidos.

Bactérias Sais Carbono | Nitrogénio 2 ou + Uma Duas ou +
Inorganicos | Organico | Inorgéanico | 1aa aa Vitamina vitaminas
Escherichia coli X X X
Salmonella typhi X X X X
Proteus vulgaris X X X X X
Staphylococcus aureus X X X X X
Lactobacillus X X X X X

Acidophilus

As bactérias fotolitotréficas e quimiolitotréficas sdo conhecidas, comumente, como

autotroficas, ao passo que as espécies fotorganotréficas e quimiorganotréficas sao designadas

heterotroficas. Os principais nutrientes e exigéncias para estes tipos de bactérias sdo

apresentados nas tabelas 3.1 e 3.2 [50].
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Tabela 3.2 - Exigéncias nutritivas minimas de algumas bactérias heterotrdficas [50].

Tipo Fonte de Energia Fonte de Carbono Exemplo de
Para Crescimento Para Crescimento Género
Fototréficos:
Fotolitotréfico Luz CO, Chromatium
(autotréfico)
Fotorganotrofico
(heterotréfico) Luz Composto organico | Rhodopseudomonas
Quimitréfico:
Quimiolitotrdfico Oxidacdo de composto CO, Thiobacillus
(autotréfico) inorganico
Quimiorganotrdfico oy a ..
Oxidacdo de composto | Composto organico Escherichia
(heterotréfico) .
organico

3.5.2 Meios Bacterioldgicos

Para o cultivo rotineiro de microrganismos heterotréficos, utilizam-se certas matérias-
primas complexas, tais como as peptonas, os extratos de carne e de levedura, tabela 3.3, dai
resultando um meio que promove o desenvolvimento de grande variedade de bactérias e de
outros microrganismos. Quando se deseja um meio sdlido, adiciona-se o agar-agar como
agente solidificante. O caldo e o agar-agar nutritivos sdo exemplos de meios liquidos e
solidos, relativamente simples, indicados para a cultura de microrganismos heterotréficos
comuns [50].

Alguns microrganismos ndo se desenvolvem bem nestes meios, pois demonstram
exigéncias de nutrientes especificos, como vitaminas e outras substancias estimulantes. Tais
microrganismos sdo chamados de heterotréficos fastidiosos, e necessitam de meios especiais
para seu cultivo, isolamento e reconhecimento [50].

Os meios de cultura, de acordo com a sua aplicacio ou fun¢do, podem ser

classificados, entre outros, como:
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Meios Enriquecidos: a adi¢do de sangue, soro ou extratos de tecidos animais ou
vegetais ao caldo ou agar-agar nutritivos proporciona nutrientes acessorios, de modo
que o meio possa permitir o crescimento de heterotréficos [50];

Meios Seletivos: a adicdo de certas substincias quimicas especificas ao agar-agar,
nutritivo previne o crescimento de um grupo de bactérias sem agir sobre outras. O
cristal violeta, por exemplo, em uma dada concentracdo, impede o crescimento de
bactérias gram-positivas, sem afetar o desenvolvimento das bactérias gram-negativas
[50T;

Meios Diferenciais: a incorporagdo de certos reagentes ou substincias quimicas no
meio pode resultar num tipo de crescimento ou modificacdo, apds a inoculagdo e a
incubagdo, que permite ao observador distinguir os tipos de bactérias. Por exemplo,
inoculando-se uma mistura de bactérias num meio de agar-agar sangue, algumas das
bactérias podem hemolisar (destruir) as células vermelhas e outras ndo. A zona clara
ao redor da colonia é a evidéncia de ter ocorrido & hemdlise. Assim, pode-se
estabelecer a distingd@o entre bactérias hemoliticas e ndo-hemoliticas, de acordo com o

seu desenvolvimento [50].
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Tabela 3.3 - Caracteristicas de varios produtos complexos, usados como ingredientes dos

meios de cultura [50].

MATERIA
PRIMA

CARACTERISTICA

VALOR NUTRITIVO

Extrato de carne

Peptona

Agar-agar

Extrato de levedo

Extrato aquoso de tecido muscular, concentrado

sob a forma de pasta.

Produto que resulta da digestdo de materiais
protéicos como carne, caseina e gelatina; a
digestdo protéica € realizada por meio dos
acidos ou de enzimas; existem muitas peptonas
diferentes (dependendo da proteina usada e do
método de digestdo) para uso de meios
bacteriolégicos; as peptonas diferem em suas
propriedades de promover o crescimento.

Carboidratos complexos, obtidos de certas algas
marinhas; tratado para a remocéo de substancias

estranhas.

Extrato aquoso de leveduras comercialmente

apresentado sob a forma de pé

Contém as substincias soliveis dos

tecidos animais, incluindo

carboidratos, compostos orgénicos

de nitrogénio, vitaminas
hidrossoluveis e sais.

Principal fonte de nitrogénio
organico; pode conter algumas

vitaminas e, as vezes, carboidratos,
dependendo do tipo de material

protéico digerido.

Usado como agente solidificante
dos meios; o agar-agar, dissolvido
em solucdes aquosas, gelifica
quando a temperatura é reduzida a
menos de 45° C; ndo é considerado
como fonte nutritiva para as
bactérias.

Fonte muito rica de vitamina B,
contém

também compostos

organicos de nitrogénio e de

carbono
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3.5.3. Condicdes Fisicas Necessdrias ao Crescimento

Assim como as bactérias variam com relagdo as exigéncias nutritivas, também

demonstram respostas diversas as condi¢des fisicas do ambiente.

Temperatura: o crescimento bacteriano pode ter seu ritmo e quantidade, determinados
pela temperatura, uma vez que esta influencia as reacdes quimicas do processo de
crescimento. Cada espécie de bactéria cresce sob temperaturas situadas em faixas

caracteristicas e, sendo assim, sdo classificadas nos seguintes grupos [50]:

1. Bactérias psicrofilas: sao capazes de crescer a 0° C ou menos, embora seu 6timo
seja entre 15° C ou 20° C.

2. Bactérias mesdfilas: crescem melhores numa faixa de 25 a 40° C.

3. Bactérias termdfilas: crescem melhores a temperaturas de 45 a 60° C.

A temperatura Gtima de crescimento € a temperatura de incubagdo que possibilita o

mais rapido crescimento, durante curto periodo de tempo (12 a 24 horas).

Exigéncias atmosféricas: os principais gases que afetam o crescimento bacteriano sdo

o oxigénio e o diéxido de carbono. Como as bactérias apresentam grande variedade de

resposta ao oxigénio livre, elas sdo divididas em:

1. Bactérias aerobias: crescem na presenga de oxigénio livre.

2. Bactérias anaerdbias: crescem na auséncia de oxigénio livre.

3. Bactérias anaerobias facultativas: crescem tanto na presenca como na auséncia do
oxigénio livre.

4. Bactérias microaerdfilas: crescem na presenca de quantidades pequenas de oxigénio

livre.

Acidez e alcalinidade (pH): para a maioria das bactérias, o pH 6timo de crescimento

localiza-se entre 6,5 e 7,5. Embora poucos microrganismos possam desenvolver-se nos limites
extremos de pH, as variagdes minimas e maximas, para a maior parte das espécies, estdo entre

pH 4 e pH 9 [50].
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3.5.4. Principais Grupos de Bactérias

A referéncia padrdo para a classifica¢do e taxonomia bacterianas € o Bergey's manual
of determinative bacteriology [53]. Este manual divide as bactérias em 19 grupos, vide tabela
3.4.

Tabela 3.4 — Grupos de bactérias [53].

Grupo 1 | Bactérias fototroficas Grupo 2 Bactérias deslizantes

Grupo 3 | Bactérias com bainha Grupo 4 Bactérias gemulantes e/ou pedunculadas

Grupo 5 | Espiroquetas Grupo 6 Bactérias espiraladas e encurvadas

Grupo 7 | Coco e bacilos gram-negativos aerébicos Grupo 8 Bacilos gram-negativos facultativos

Grupo 9 | Bactérias gram-negativas anaerdbicas Grupo 10 | Cocos e cocobacilos gram-negativos

Grupo 11 | Cocos gram-negativos anaerébicos Grupo 12 | Bactérias gram-negativas
quimiolitotroficas

Gripo 13 | Bactérias produtoras de metano Grupo 14 | Cocos gram-positivos

Grupo 15 | Bacilos e cocos esporulados Grupo 16 | Bacilos gram-positivos nao-esporulados

Grupo 17 | Actinomicetos e microrganismos afins Grupo 18 | Rickettsias

Grupo 19 | Micoplasmas

Recentemente, Lynn Margulis e Karlene Schwartz [45] propuseram um sistema de
classificagdo ttil que divide as bactérias em 16 filos de acordo com algumas de suas
caracteristicas mais significantes. A tabela 3.5 mostra algumas caracteristicas de 11 destes

grupos.



Tabela 3.5 - Caracteristicas de alguns grupos de bactérias [45].
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NOME DO GRUPO FORMA | MOTILIDADE | METABOLISMO PAPEL ECOLOGICO
@ (b) (©
METANOGENICAS B.E,C N, F Q. F Algumas digerem celulose; outras
utilizam metano; outras reduzem
enxofre.
OMNIBACTERIAS B N, F H Saprofitas, patégenas,
decompositoras.
CIANOBACTERIAS B,C,M D,N F Fixadoras de carbono e
nitrogénio.
CLOROXIBACTERIAS C N F Simbiose com tunicados.
MICOPLASMAS, sem N H Patégenos de plantas e animais.
ESPIROPLASMAS parede
(d)
ESPIROQUETAS E F H Decompositores e patégenos.
(e)
PSEUDOMONADACEAS B F H,Q Decompositores e patdgenos de
plantas.
ACTINOMICETOS M,B N H Solo, plantas, decompositores e
fixadores de nitrogénio.
MIXOBACTERIAS D H Solo, animais.
AEROBIAS FIXADORAS N, F H Vida livre e em mddulos ou
DE NITROGENIO raizes de plantas.
QUIMIOAUTOTROFICAS B,C N,F Q Estagios no ciclo do nitrogénio;
oxidam compostos do enxofre;
oxidam metano ou metanol.

(a) B =bacilo, C = coco, E = espirilo, M = filamentos ou agregados;

(b) F =flagelada, N = ndo-mdvel, D = deslizante;

(c) H = heterotréficas, Q = quimiossintéticas, F = fotossintéticas;

(d) Mais ou menos esféricas ou alongadas e retorcidas;

(e) Flagelo inserido embaixo da membrana lipoprotéica mais externa da parede celular.

3.5.5. Bactérias Patogénicas

Muitas doengas de plantas estdo associadas com bactérias; quase todos tipos de

plantas sdo suscetiveis a um ou mais tipos de doencas bacterianas. Os sintomas destas doengas

variam, mas elas geralmente se manifestam como manchas de varios tamanhos nos caules,
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folhas, flores ou frutos; murchiddo, definhamento e raizes moles; necrose, ferrugem e cancros
também sdo sintomas observados. Os gé€neros descritos a seguir compreendem as bactérias
fitopatogénicas:

Pseudomonas - causa manchas e estrias nas folhas, definhamento e doengas similares.

Xanthomonas - as espécies deste gé€nero sdo principalmente fitopatogénicas,
responsaveis por processos de necrose. Produzem col6nias amarelas, ao lado de outras
espécies esbranquicadas ou de coloracdo creme.

Agrobacterium ssp. - suas espécies vivem no solo ou nas raizes ou caules de plantas,
onde desenvolvem galhas.

Corynebacterium - ¢ um género que compreende espécies parasitas do homem e dos
vegetais. As espécies fitopatogé€nicas sdo encontradas no solo e nos vegetais doentes, sendo
responsdveis por doencgas vasculares da alfafa, pela podridio das batatas, dos pastos, dos
tomates e doencas de muitas outras plantas.

Erwinia - as espécies deste género invadem os tecidos das plantas vivas e provocam
necroses, galhas, definhamentos e apodrecimentos.

Streptomyces - encontram-se espécies responsaveis pela escara da batata e por uma
doenca das raizes e radicelas da batata-doce.

Xilella fastidiosa — responsavel pela clorose variegada dos citricos (ou “Amarelinho”,
como a doenca é conhecida popularmente no Brasil), que afeta os tecidos vasculares de
plantas citricas, especialmente as laranjeiras, danificando folhas e frutos.

Bactérias também causam muitas doencas humanas, incluindo célera, lepra, tétano,
pneumonia bacteriana, coqueluche e difteria.

Virios géneros de bactérias patogénicas sdo de importincia particular para o homem.
Espécies do género Streptococcus estao associadas com a escarlatina, febre reumatica e outras
infecgdes. A bactéria da escarlatina produz seus sintomas e toxinas fatais somente se ela
estiver infectada com o bacteri6fago apropriado. O género Staphylococcus ¢ um dos
principais responsdveis pela infec¢des hospitalares.

A sindrome do choque téxico é causada por algumas linhagens de Staphylococcus
aureus. Esta doenga caracteriza-se por febre, erup¢des cutineas, que aparecem primeiro nas
palmas das mdos e nas solas dos pés e depois espalham-se para outras partes do corpo, e
queda brusca de pressdo. Aproximadamente 85% dos casos de sindrome do choque téxico

registrados nos Estados Unidos ocorreram em mulheres menstruadas, que estavam usando
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absorventes internos na época em que apareceram os sintomas. No entanto, homens e
mulheres podem contrair esta doenca.

Muitas doencas bacterianas sdo dispersas pelo alimento ou 4gua, como por exemplo a
disenteria bacilar, e as febres tif6ide e paratiféide. A disenteria bacilar é causada por algumas
espécies do género Shigella. As febres tiféide e paratiféide sdo doengas intestinais infecciosas
agudas causadas pelas bactérias Salmonella typhi e Salmonella enteridis, respectivamente.

A bactéria Brucella abortus causa a doenca chamada brucelose, também conhecida
como febre ondulante, no homem, e aborto contagioso, no gado. O contdgio se da através da
ingestdo de leite oriundo de gado contaminado. Como as bactérias sdo destruidas pelo
processo de pateurizacdo do leite, esta doenga estd se tornando rara.

O colera € uma gastroenterite causada pela bactéria Vibrio cholerae, que € transmitida
pelo contato com dguas ou alimentos contaminados pelas excregdes de pacientes ou de
portadores convalescentes. Os sintomas compreendem vOmitos e fezes IFSC / LCE /
diarréicas profusas (aspecto de dgua de arroz), os quais dao lugar a uma severa desidratagdo,
com perdas de eletrdlitos e acidose, muitas vezes fatal.

A legionelose (ou doenca dos Legiondrios) é uma das doencas bacterianas mais
recentemente detectadas, afetando um grande nimero de pessoas nos Estados Unidos. E
causada pela bactéria Legionella pneumophyla e desenvolve-se como uma forma severa de
pneumonia.

A bactéria Clostridium botulinum é a causadora do botulismo, uma intoxicagdo
alimentar grave, e as vezes fatal. A doenga é contraida pela ingestdo de alimentos contendo a
toxina botulinica (principalmente enlatados, em conserva ou defumados).

A cérie dentéria € provocada por bactérias, principalmente pela espécie Streptococcus
mutans. As lesdes cariosas se desenvolvem sob densas massas de bactérias, conhecidas como
placas dentais, aderentes a superficie do dente.

Algumas doengas bacterianas sdo sexualmente transmitidas e s@o chamadas de
doencas venéreas. Entre as mais comuns estdo a gonorréia, causada pela bactéria Neisseria
gonorrhoeae, e a sifilis, causada pela Treponema pallidum, uma espiroqueta.

Ambas doencgas sdo facilmente controladas com penicilina. A gonorréia € muito mais comum

e menos séria que a sifilis, que pode ser fatal.
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4 - MATERIAIS E METODOS
Todos experimentos foram feitos em triplicatas.

4.1 Solucoes Empregadas

Todos os reagentes Utilizados para as solucdes aqui descritas foram de grau analitico. A
dgua utilizada foi bidestilada.
Eletroélito:
1. [HSO4]=1mol L
2. 10% v/v de meio de cultura (E.C.) + 90% de 4gua bidestilada, acertado a
concentracdo do eletrélito para H,SO4 1 mol L'
E.C.: 20 g de triptose, 5 g de lactose, 1,5 g de sais biliares, 5 g de cloreto
de sédio e g.s.p. 100 mL de dgua bidestilada.

4.2 Eletrodos

Eletrodos de Trabalho: Ac¢o inoxidavel 430 com drea média de 1 cm’.

Eletrodo Auxiliar: Platina com area média de 20 cm?.

Eletrodos de Referéncia: sulfato mercuroso.

4.3 Células de trabalho

Para as medidas de polarizacdo e impedancia eletroquimica utilizou-se como

célula um béquer de 100 mL e sua montagem ¢é verificada na figura 4.1.



Eletrodo de
Cortra-eletroda Trabalho

Eletrodn de
Referéncia

Figura 4.1 — Esquematizacio da célula de trabalho eletroquimica.

4.4 Equipamentos

o Termometro escala: -10 a 100°C precisao = 0,1°C;

o Potenciostato / impedancimetro marca: Gamry — PC4/EIS 400;

o Microscépios Opticos — marca Olimpus, modelo metalogrifico BX 44 e
trinocular BX51;

o Microscépio Eletronico de Varredura, marca Shimadzu, modelo SS 550;

o Balanca Analitica, marca Metler, precisao de 8 x 10 g.

4.5 Temperaturas de Trabalho

Os experimentos foram conduzidos a temperatura ambiente de 30 + 2°C.
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4.6 Procedimento Experimental

4.6.1 Preparacio dos eletrodos de trabalho

Lixa-se a peca metdlica utilizando lixas de SiC de granas 220, 400 e 600,
sucessivamente. Apos se limpar a superficie metdlica a mesma é lavada e seca com ar

frio.

4.6.2 Analise gravimétrica

Amostras retangulares do aco 430, com dimensdo de (2 cm x 3 cm)x 0,2 cm de
espessura foram polidas e imersas na solug¢do de dcido sulfirico 1 mol L', com e sem
microorganismos, por diferentes intervalos de tempo ( 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120, 180,

240 e 300 segundos) e registrada a perda de massa.

4.6.3 Potencial de Circuito Aberto (Eca).

Ao investigar os processos de eletrodo é expressamente importante fazer o
controle do potencial de equilibrio. Quando a corrente € nula em medidas eletroquimicas
de sistema fechado, tem-se o potencial de pseudo-equilibrio, também chamado de
potencial de corrosdo (Ecorn). No Ecorr, @ velocidade de oxidagdo é igual a velocidade de
reducdo, portanto a corrente Jox = Jrq. Estas medidas foram repetidas no minimo trés

VEZES.

4.6.4 Polarizacido potenciostatica anddica

Na polarizagdo potenciostdtica anddica, as reagdes de corrosdo sdo controladas
predominantemente por polarizagdo nas dreas anddicas. A polarizagdo permite a
obtencdo de pardmetros cinéticos importantes, para avaliagdo do desempenho de diversos
materiais frente a corrosdo, através da polarizagdo de um eletrodo, obtém-se dados

experimentais de densidade de corrente, por unidade de 4rea do eletrodo estudado.
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4.6.5 Espectroscopia de Impedincia Eletroquimica (EIE)

Envolve a aplicacdo de uma perturbacdo de potencial ou de corrente no sistema sob
investigacdo. A perturbagdo do sistema € feita mediante a aplicacdo de um potencial continuo
(potencial central aplicado) sobre a qual é imposta uma variacdo senoidal de potencial com
pequena amplitude. Este método de aplicacdo do potencial possibilita que o sistema seja
perturbado empregando poucos milivolts, de forma a tornar possivel a investigacdo de
fendmenos eletroquimicos proximos ao estado de equilibrio. Além disto, é possivel perturbar
o sistema usando diferentes valores de freqiiéncia, pois a onda de potencial é senoidal. Uma
vez que a perturbacdo no sistema sob investigacdo € de pequena amplitude € possivel
empregar a técnica para a andlise de etapas de um mecanismo reacional [51].

Na EIE surge uma corrente de natureza senoidal como resultado da aplicacido de um
potencial senoidal ao sistema. Mediante um monitoramento das relagdes entre o potencial
aplicado e a corrente sdo obtidas a impedancia do sistema e o angulo de fase (defasagem da
corrente em relacdo ao potencial aplicado).

O conceito de impedancia, originalmente introduzido para descrever a resposta de
sistemas compostos por capacitincias, resisténcias e indutincias, estendeu-se aos sistemas
eletroquimicos, uma vez que inimeros processos podem contribuir para a relagdo entre a
corrente e o potencial do sistema. Assim, a partir das medidas da impedancia e angulo de fase
€ possivel avaliar processos como transporte de carga (incluindo estimativa de velocidade de
transferéncia), condutividade de filmes, capacitincia redox e de dupla camada, coeficientes de
difusdo de portadores de carga, entre outros. A obten¢do de informacdes a partir dos dados de
impedancia eletroquimica pode ser conduzida mediante a utilizacdo de diferentes modelos de
medida, como circuitos equivalentes ou modelos mateméticos. A aplicacdo de circuitos
equivalentes tem como fundamento as similaridades entre o comportamento da célula

eletroquimica apresentada na figura 4.2. [51]
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Fovtoasias bita

Figura 4.2 - (a) Célula eletroquimica tipica de trés eletrodos para uso em EIE: (1) eletrodo
auxiliar, (2) eletrodo de referencia, (3) eletrodo de trabalho. (b) diagrama esquematico de um

circuito Randles super imposto a interferéncia eletrodo/eletrdlito. (c) diagrama de EIE do

circuito (b) [51].

Uma equivaléncia tipica entre um circuito equivalente e um sistema eletroquimico é
apresentado na Figura 4.2. O comportamento similar da dupla camada elétrica a um capacitor
de placas paralelas, modelo de Helmholtz [51], e a resisténcia a transferéncia de carga na
interface eletrodo/solucdo a um resistor possibilita uma representacdo da interface por uma
associacdo em paralelo entre um resistor (Rct) e um capacitor (Cd), devido a contribui¢do dos
processos faraddicos e capacitivos. Uma vez que a corrente que passa na interface
eletrodo/solucdo € conduzida pelos fons em solucdo, o efeito resistivo na solugdo sobre a
migracdo dos fons é representado por uma resisténcia Rw. Por outro lado, a introducdo de
elementos capacitivos em um circuito promove uma defasagem entre a corrente e o potencial.
Desta forma, uma representacdo comum para a impedancia em sistemas compostos por
resistores e capacitores € através de um diagrama no qual a impedancia apresenta uma
componente real (resistiva) e imagindria (capacitiva).

A medida de impedancia eletroquimica pode ser feita de modo potenciostatico ou

galvanostdtico, sendo que o potenciostitico € da seguinte forma:
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° 1°: Ao se imergir o eletrodo de trabalho na solug@o problema, inicia-se a
medida do potencial de circuito aberto. Apds um certo tempo de experimento perceber-se-d a
estabilizacdo do potencial de circuito aberto, também chamado de potencial de corrosdo. A
partir deste potencial de corrosdo se escolhe uma M+ ou M- para se aplicar no eletrodo de
trabalho, normalmente uma An onde a curva de polarizacdo potenciostatica (E vs j) apresenta

linearidade.

e 2% Apds a escolha de 1 a ser aplicado, escolhe-se a perturbacdo do potencial,
por exemplo, Ep.: (potencial de perturba¢do) de = 10mV em relagdo ao potencial de
equilibrio, o potencial serd perturbado entre -10 a +10mV, ou seja, senoidalmente, como

apresentado na figura 4.3.
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Figura 4.3 - Perturbacgdo senoidal do potencial E.

A corrente serd perturbada senoidalmente na mesma freqii€éncia que o potencial,

figura 4.4.
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+10

Figura 4.4 - Representacdo da perturbag@o do potencial (E) e da densidade de corrente (j).

O resultado das medidas serd registrado na faixa de freqiiéncia estudada, por
exemplo, de 6 kHz a 1 mHz, resultando em um diagrama de impedancia eletroquimica, que
pode ser feito em relag@o ao substrato sem o filme depositado e com o filme. A apresentacio

deste diagrama de EIE pode ser representado na forma Nyquist, como na figura 4.5.

Zi
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Figura 4.5 - Diagrama de Nyquist representativo de EIE.
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Nota-se na figura 4.5 a existéncia de duas resisténcias, Ro € Ryrc , chamadas de
resisténcia de solucdo e de transferéncia de carga. A resisténcia de solug@o distancia-se do
zero quanto menor a condutividade da solucdo, enquanto a resisténcia de transferéncia de
carga pode aumentar quanto mais resistivo for o filme gerado na superficie do eletrodo de

trabalho, ou seja, quanto mais passivo for o metal.

4.6.6 Anilise Optica

Apds o polimento e imersdo das amostras metdlicas no eletrdlito com e sem
microorganismo, se registra a imagem microscopica da superficie com diferentes aumentos
(ex. 50 x, 100 x) por meio de um microscépio 6ptico com intuito de se analisar a morfologia

da superficie e comparar com os resultados gravimétricos e de polarizagéo.

4.6.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) € um instrumento muito versatil
para a andlise microestrutural de materiais s6lidos. Apesar da complexidade dos mecanismos
para a obten¢@o da imagem, o resultado é uma imagem de muito facil interpretacao.

A grande vantagem do MEV em relagdo ao microscépio 6tico € sua alta resolucio,
na ordem de 2 a 5 nm (20 — 50 A). Entretanto, ndo é apenas esta caracteristica que faz do
MEV uma ferramenta tdo importante e tdo usada na andlise dos materiais. A elevada
profundidade de foco (imagem com aparéncia tridimensional) e a possibilidade de combinar a
andlise microestrutural com a microandlise quimica sdo fatores que em muito contribuem para

o amplo uso desta técnica [52].

4.6.8 Caracterizacdo do microorganismo

Neste trabalho empregou-se dgua de um cérrego com alta descarga organica (esgoto
doméstico) para a obtencdo de amostras bacterianas. Uma aliquota de 1mL da amostra foi

inoculada em um meio nutritivo composto por triptose, lactose, sais biliares, fosfato
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monopotassico, fosfato dipotassico, cloreto de sddio e dgua destilada, sendo incubado por um
periodo de 48 horas em estufa bacterioldgica a uma temperatura de 40°C. Esta temperatura foi
mantida para a selecio de bactérias extremofilas (a maioria das bactérias preferem
temperaturas de crescimento de 37°C). Apds este periodo, foram preparadas culturas desta
amostra em meio dcido (pH=1) em uma diluicdo de 10% nas seguintes concentracdes: 30% de
acido sulfurico a 0,5 mol L'l, 10% do meio nutritivo, 59% de agua destilada e 1% de
concentrado de bactérias, a qual foi colocada para incubar por 24 horas a 40°C.

Para as primeiras identificagdes das bactérias que cresceram em meio de pH 1, foi
utilizado o Manual BERGEY [53], sendo inicialmente pré-selecionados dois possiveis
organismos, na forma de bacilos, sendo os dois Gram negativos e que poderiam crescer nestes
parametros de pH e temperatura onde se realizaram os experimentos.

A identifica¢@o final se deu por meio de caldo especifico para o bacilo Acidithiobacillus
thiooxidans, composto dos seguintes sais: KH3PO4, MgSO4 7H,0, (NH4),SO4, CaCls 2H,0,
FeCl; 6H,O diluido em dgua destilada. Ja4 para o bacilo Acidithiobacillus ferrooxidans,
utilizou-se o meio composto dos seguintes sais: (NH4),SO4, KCl, K;HPO4, MgSO4 7H,0,
Ca(NO3),, HaSO4 a 10N e agua destilada para a diluigao.

Os dois meios foram distribuidos em tubos de ensaio e inoculados com ImL do
concentrado obtido do meio nutritivo e incubados em estufa bacterioldgica a uma temperatura
de 36°C por um periodo de trés a cinco dias. Caso um dos meios oferecer resultado positivo, a

solugdo ficara turva, indicando o resultado para o bacilo especificado.



5 - RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 - Analise quimica do aco inoxidavel ferritico tipo ABNT 430

Na tabela 5.1 € relatada a composi¢ao quimica do ago inoxidavel ferritico tipo ABNT

430 utilizado no desenvolver deste trabalho.

TABELA 5.1 - Composicdo quimica em percentagem em peso do aco inoxidavel ferritico tipo ABNT 430.
Elemento C Cr Ni Mn Si Co Mo S \Y%

% m/m 0,30 17,60 0,23 0,50 1,23 0,50 0,28 0,25 0,40

Esta andlise quimica foi realizada pela Villares Metals.

5.2 Ensaios de identificacao microbioldgica

O preparo da solugdo concentrada de micro-organismos é observado na figura 5.1.

Figura 5.1 - Tubo de concentrado de micro-organismos.

Conforme descrito no procedimento experimental: duas aliquotas de 1 mL do

concentrado da figura 4.1, foram retiradas e colocadas em dois outros tubos para andlise e

inoculacdo de Acidithiobacillus Thiooxidans (TUBO 1) ou ferrooxidans (TUBO 2).
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Ap6s o periodo de inoculacdo de 48 horas o resultado foi positivo para a bactéria
Acidithiobacillus Thiooxidans, através da degradacdo do enxofre e a turvacdo do meio de

cultura, vide figura 5.2.

Figura 5.2 - Inoculacio do micro-organismos para: TUBO 1 - Acidithiobacillus thiooxidans e

TUBO 2 - Acidithiobacillus ferrooxidans.

Para uma identificagdo mais precisa, foram preparadas quatro laminas para microscopia,
sendo todas coradas com a utilizagdo de azul de metileno a 1%, e visualizado em microscépio
Optico trinocular com captura de imagens em tempo real, através de camara digital em um

aumento de 1000x, vide figuras 5.3.

Figuras 5.3: Bactéria Acidithiobacillus Thiooxidans em aumento de 1000x com 6leo de

1imersao.
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Nota-se nas figuras 5.3, que as bactérias da espécie Acidithiobacillus Thiooxidans
sdo organismos unicelulares e com formatos de bastao, com valor estimado de 1,0 a 1,5

pm de comprimento. [53]

5.3 Ensaios gravimétricos e de microscopia optica

Apés realizagdo dos ensaios gravimétricos na auséncia e presenca de
microorganismos, executou-se o cdlculo médio da perda de massa se calculou a
velocidade corrosdao do material em diferentes intervalos de tempo de imersdao da amostra

do aco, a partir da equagéo L.

Am
Vcorr = (equagdo I)
At

Onde:

Veorr = velocidade de corrosio (g. cm'2.min'1);

Am = variacdo da massa (m; — my), ou seja m; = massa em gramas antes da
imersdo e my = massa final da placa em grama apds ensaio gravimétrico;

A = drea média da placa de aco (cm?);

t = tempo de imersdo da placa (min).

Os resultados das medidas gravimétricas sdo apresentados na figura 5.4.
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Figura 5.4 - Curvas gravimétricas para o aco inoxidavel 430 imerso em H,SOs 1 mol L'l,

(==) sem e (==) & com microorganismos

Verifica-se na figura 5.4 que para o aco inoxiddvel 430 imerso em H,SO,4 1 mol L", na
presencga e auséncia de microorganismos, percebe-se que generalizando hd uma oscilagdo da
velocidade de corrosdo na presengca dos microorganismos em relacdo ao sistema sem os

mesmos, sendo melhor representada na figura 5.5.
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Figura 5.5 - Curvas gravimétricas para o aco inoxidavel 430 imerso em H,SOs 1 mol L'l,

(==) sem e (==) com microorganismos.



Fase I:

Fase II:

Fase I1I:

Fase IV:

49

Nos primeiros instantes, até aproximadamente 25 minutos hd uma reducdo da
velocidade de corrosdo do sistema com microorganismos em relacdo ao sem
microorganismos, isso pode ser provavelmente devido a presenga de
microorganismos na superficie do aco;

Entre 25 e 38 minutos hd um aumento da velocidade de corrosdo em relagdo ao
sistema sem microorganismos, isso pode ser provavelmente devido a nucleagdo do
biofilme em dreas preferenciais da superficie do ago, gerando como se fossem
micro-pilhas e acelerando o processo corrosivo do metal base;

Dos 38 aos 75 minutos a velocidade de corros@o volta a diminuir na presenga de
microorganismos, provavelmente o biofilme seja gerado por quase toda superficie
do metal causando um bloqueio em relagdo ao eletrdlito minimizando a
velocidade de corrosio;

Apds 75 minutos nota-se que a velocidade de corrosdo oscila, provavelmente
devido a ruptura do biofilme em certas regides da superficie do metal e em

seguida volta a se estabilizar.

O comportamento da velocidade de corrosdo averiguado para o sistema contendo

microorganismos ser menor do que o observado para o sistema sem m, pode ser por que o

procedimento de pesagem das placas de ago 430 nas medidas gravimétricas, eram feitos

apenas de lavagem com dgua e secagem, e possivelmente o biofilme gerado ficava na

superficie gerando um ganho de massa. Novos experimentos gravimétricos foram executados

em um tempo superior a 5 horas, ou seja 300 minutos, os corpos de prova apds este tempo de

imersdo foram enxaguados com hipoclorito 10 %, dgua e apds secos com ar frio, os resultados

sao apresentados na figura 5.6.
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Figura 5.6 — Velocidade de corrosdo para o para o ago inoxiddvel 430 apés 5 horas de

imersdo em H,SO4 1 mol ™!, sem (==) & com (==) microorganismos.

Os resultados apresentados na figura 4.6 mostram que na presenga de m hi uma
aceleracio do processo oxidativo do aco 430 em meio de H,SO4 1 mol L. Outra importante
andlise sobre os resultados das figuras 5.4 e 5.6. é verificado que a dissolucdo do ago aumenta
como tempo, ou seja na auséncia ou presenca do microorganismo a corrosio deste aco em
H,SO4 1 mol L é de ordem zero, sugerindo que o mecanismo de geracdo do biofilme do
microorganismo na superficie do aco 430 também seja de ordem zero.

Ensaios Opticos foram realizados para amostras do ago 430 e sdo mostradas na figura

5.7 (A) a (C).



(5.7 —= A) Aumento de 200 x.

(5.7 - B) Aumento de 200 x.
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(5.7 - C) Aumento de 200 x.

Figura 5.7 - Fotomicrografias dpticas da amostra de aco 430 polida (A), com imersdo de 180

minutos em meio de H,SO4 1 mol L, sem (B) e com microorganismos (C).

Verifica-se através das fotomicrografias Opticas apresentadas na figura 5.7, que as
amostras de aco 430 no meio com e sem microorganismos, estdo bem oxidadas. Deve-se
ressaltar que os microorganismos aderem inicialmente a superficie criando um biofilme que
ndo pode ser visto com esta técnica Optica.

A nucleacio de biofilmes na superficie do aco 430 em H,SO, 1,0 mol L™ é registrada na

Figura 5.8.
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Figura 5.8 - Micrografias opticas de 5 em 5 segundos, da nucleacdo de biofilme na superficie
do acgo inoxidavel 430 ap6s imersdo em H,SO4 1 mol L' com microorganismos, aumento de

200x: () ponto inicial de uma nucleacido, (@) ponto apds 30 segundos.

Na figura 5.8 nota-se que na regido do circulo amarelo, nos primeiros segundos néo
existe nucleacdo de biofilme na superficie do ago 430, apds 30 segundos no circulo verde,

observa-se a nucleacio do biofilme.



5.4 Ensaios Eletroquimicos
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Medidas de potencial de circuito aberto foram levantadas para os sistemas em estudo e

sdo apresentadas na figura 5.9 e na tabela 5.2.
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Figura 5.9 — Curva de potencial de circuito aberto para o aco 430 em H,SO,4 1 mol L, sem

microorganismos.

Nota-se na figura 5.9 que a evolucdo do potencial de circuito aberto para o ago 430 em

H,SO4; 1 mol L' ¢ no sentido catédico. Tal comportamento é semelhante para o sistema

contendo m e o valor de Ecorr para os dois sistemas é muito parecido, vide tabela 5.2.

Tabela 5.2 - Potenciais de corrosio do aco 430 em meio de H,SO, 1 mol L sem e com microorganismos.

H,SO,4 1 mol L com E.C.

Ecorr (V) vs. ESM

Sem m

-0,949 £5

Com m

-0,943 £5
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A tabela 5.2 mostra que com a adi¢do de microorganismos em meio de H,SO,4 1 mol
-1 : ~ = e
L™, o valor do potencial de corrosdo nio sofreu alteragdo significativa.
Curvas de polarizagdo potenciostatica anddica foram levantadas para os sistemas em

estudo e sdo apresentadas nas figuras 5.10 a 5.12.

0,01 ~ /

O T 1 1 1 T 1
-1 -0,5 0 0,5 1 1,5

Evs.ESM/V

Figura 5.10 — Curva de polarizacio potenciostitica anddica para o aco 430 em H,SO4 1 mol

1 . .
L, com microorganismeos.

Analisando a curva de polarizacdo potenciostitica anddica para o ago 430 em H,SO4 1
mol L sem microorganismos, nota-se a existéncia de regido ativa, passiva e transpassiva,

regides estas citadas na figura 3.1.

Nas figuras 5.11 e 5.12 sdo apresentadas as regides ativa e transpassiva das curvas de
polarizacdo potenciostiticas anddica para o ago 430 em H,SO4 1 mol L', com e sem

microorganismos, nota-se a existéncia de regiao ativa.
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Figura 5.11 - Regido ativa de curvas de polarizacdo potenciostatica anddica do ago inox 430

em de H,SO, 1 mol.L™,. (==) sem e (==) com microorganismos.

Verifica-se na figura 5.11 que a adicdo de microorganismos ao sistema aumenta a
densidade de corrente, mostrando que os microorganismos possuem um efeito catalitico na
oxidagdo do aco inox 430 em meio de H,SO, 1 mol L™ nos primeiros potenciais. Entretanto,
ao se atingir o potencial de pico nota-se a reducdo da densidade de corrente em relagdo ao
sistema sem microorganismos, possivelmente o biofilme facilite o processo de passivagao do
aco 430, regido para a qual a curva anddica se direciona.

Curvas de polarizacdo potenciostitica anddica na regido transpassiva para os sistemas em

estudo sdo apresentadas na figura 5.12.



57

2,90E-03 A
2,40E-03 +
1,90E-03
1,40E-03

j/ A.cm?

9,00E-04 -

4,00E-04 -

-1,00E-04 - | | | |
0,35 0,45 0,55 0,65 0,75

E/V vs. ESM

Figura 5.12 - Regido transpassiva das curvas de polariza¢do potenciostética anddica do aco

430 em meio de H,SO, 1 mol L™, (==) sem € (==) com microorganismos.

Na figura 5.12 verifica-se que na regido transpassiva, que o sistema contendo
microorganismos apresenta maior densidade de corrente.

Os resultados das figuras 5.10 a 5.12 sugerem que o biofilme formado na superficie do

aco 430 em H,SO, 1 mol L™, pode acelerar o processo de oxidagdo do ago, provavelmente

devido a geracdo de micro-pilhas geradas pela nucleacdo, (inicio da regido ativa) ou pelo

desplacamento do biofilme (regido transpassiva).

Diagramas de impedancia eletroquimica tipo Nyquist e de angulo de fase de Bode sdo

apresentados nas figuras 5.13 e 5.14.
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Figura 5.13 - Diagramas de Nyquist no E para o ago inoxidavel 430 em H,SO4 1 mol L'l,

(#) sem microorganismos € () com microorganismos.

Os valores de impedancia da figura 5.13 mostram que o material ndo esta passivo, uma
vez que se registra um arco capacitivo completo. Nota-se a existéncia de um arco indutivo,
que ¢ atribuido a uma corrosao intensa no material metélico. [59]

O arco indutivo normalmente é atribuido a meios que tem adsor¢cdo ou a meios
agressivos, impedancias baixas normalmente justificam o efeito indutivo de dissociagao.

Verifica-se que no meio contendo microorganismos houve uma diminuicdo no
tamanho do arco em relacdo ao meio que nio os continha, mostrando que a corrosdo € mais

acentuada para 0 meio com microorganismos.
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Figura 5.14 - Diagramas de dngulo de fase Bode no E: para o ago inoxidavel 430 em H,SO4

1 mol L', (#) sem e (m) com microorganismos.

Observa-se na Figura 5.14 uma constante de tempo em freqiiéncias préximas de 100
Hz a 10Hz, indicando transferéncia de carga na superficie. Os maiores angulos de fase foram
medidos para o sistema sem microorganismos.

A presenca do arco indutivo de Nyquist pode ser confirmada pela obtengdo de angulos

de fase negativo em freqiiéncias abaixo de 0,1 Hz.
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5.5 Ensaios de microscopia eletronica de varredura

Andlises por microscopia eletronica de varredura da superficie do aco 430 polida, apds
imersdo nos diferentes meios estudados e apds a execucdo da polarizacdo ciclica, foram

executadas e sdo apresentadas nas figuras seguintes.

AccY SpotMagn Det WD —— 20pm
200kv 50 2500x SE 10.3 430 POL

Figura 5.15 — Imagem gerada por microscopio eletronico de varredura para o aco inoxidavel

430 com a superficie polida até pasta diamante de 1 um.

Na figura 5.15 nota-se a presenca de inclusdes “brancas”, poucas alongadas
caracteristicas de MnS e muitas arredondadas caracteristicas de o6xidos [54]. Para se
evidenciar qual o tipo de 6xido fez uma andlise via EDAX de uma das inclusdes, figura 5.16,

o resultado € apresentado na figura 5.17.
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AccY SpotMagn Det WD 1 G um
200kV 30 10000k SE 106 ECMO_CICLO

Figura 5.16 — Imagem gerada por microscopio eletrdonico de varredura para o aco inoxidavel

430 com a superficie polida até pasta diamante de 1 pm.

Label A:

CrKa

] FeKb

Crkb

Figura 5.17 — Andlise por EDAX da inclusao da figura 5.16.

Verifica-se na figura 5.18 que a incluséo parece ser de um 6xido misto de cromo e ferro.
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Acc.V Spot Magn Det WD ——— 50um
200kv b0 1000x SE 101 EC _1H30
~ ; m o

)

Figura 5.18 — Imagem gerada por microscopio eletronico de varredura para o aco inoxidavel
430  apés  imersdo  por 1 hora em  H,SO4 1 mol L’ sem

microorganismos.

.

= AccV  Spot Magn Det WD 1 200 um

20.0 KV 5.0 250x

SE_10.3 MO_1H30

5 B — T - e
A B 3 = e B, = = il

Figura 5.19 — Imagem gerada por microscopio eletrdnico de varredura para o aco inoxidavel

430 ap6s imersao por 1 hora em H,SO4 1 mol L"' com microorganismos.
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Verifica-se na microscopia da figura 4.19 em relacdo a figura 4.18 que na presenca de
microorganismos, o metal base apresenta-se bem oxidado com a gera¢do de um biofilme na
superficie do aco.

Novas imagens da superficie por MEV do aco 430 foram geradas apds dois tipos

diferentes de polariza¢des anddica na regido passiva:

1° Polarizacio anddica Estatica: aplica-se um potencial (E) fixo de 0 V, por 3000
segundos, ao eletrodo de trabalho de aco 430 em relagdo ao eletrodo de referéncia sulfato
mercuroso (ESM), imerso em H,SO4 1 mol L'l, (#) com microorganismos. Para melhor

entendimento a esquematizacdo desta polarizacio € apresentada na figura 4.20.

+100
=
[72]
L
4 0
=
L

100

0 1000 2000 3000
t/s

Figura 5.20 — Representacdo esquemadtica da polarizacdo anddica estdtica para o ago 430

imerso em H,SO4 1 mol L, (#) com microorganismos.

2° Polarizacio anddica ciclica (PAC): aplica-se um potencial varidvel de + 100 mV,
por 3000 segundos, ao eletrodo de trabalho de ago 430 em relagc@o ao eletrodo de referéncia
sulfato mercuroso (ESM), imerso em H,SO4 1 mol L'l, (#) com microorganismos. Velocidade
de varredura de 0,2 mVs'. Para melhor entendimento a esquematizacio desta polarizacio é

apresentada na figura 5.21.
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Figura 5.21 — Representa¢do esquematica da polarizacdo anddica ciclica para o ago 430

imerso em H,SO, 1 mol L™, (#) com microorganismos.

As imagens geradas do aco 430 apds as polarizagdes citadas anteriormente sdo

apresentadas nas figuras 5.22 a 5.24.

.

< : Tt

%5 Ly S p =

8 AccV Spot Magn Det WD ———— 100 pm
200 kv 5.0 b0O0x SE 102 ECMOE=0

oo
. 8

Figura 5.22 - Microscopia eletronica de varredura da superficie do ago 430 apds imersdo em

H,SO4 1 mol L com microorganismos, e polariza¢ao anddica estética.
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FAccY Spot Magn Det WD ] 200 pm
#120.0kv 5.0 250x SE 102 ECMOE=0

Figura 5.23 - Microscopia eletronica de varredura da superficie do aco 430 apds imersdo em

H,SO4 1 mol L' com microorganismos, e polarizacdo anddica estdtica.

AccY Spot Magn Det WD M 20 pum
200 kY 50 2500x BSE 104 ECMO_CICLO

Figura 5.24- Microscopia eletrdnica de varredura da superficie do aco 430 apds imersdo em

H,SO4 1 mol L' com microorganismos, e polarizagio anddica ciclica. Aumento de 2500x.
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Verifica-se nas figuras 5.22 e 4.23, que na polarizacdo anddica estitica, a nucleagdo do
biofilme no substrato metilico continua a ocorrer, enquanto que na figura 4.24 nota-se que a
polarizacdo anddica ciclica, PAC, impede a nucleagdo dos microorganismos na forma de
biofilme na superficie do aco 430, imerso em H,SO4 1 mol L'l, desta forma agindo como um
processo inibidor da corrosdo microbioldgica para este aco no meio estudado. Outra
importante observacdo em relacdo a figura 5.24 é em relacdo a existéncias de buracos na
superficie do metal, apds a PAC, isto provavelmente ocorre devido a dissolucdo de algumas

inclusdes pré-existentes no acido 430.
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6 - CONCLUSOES

O microorganismo retirado do rio e empregado nas medidas experimentais deste

trabalho € o Thiobacillus Thiooxidans;

O Thiobacillus Thiooxidans gera biofilmes na superficie do metal, sendo que nos
primeiros 25 minutos hé a diminui¢@o da velocidade de corrosdo do ago 430, imerso em
H,SO, 1 mol L, mas apds esse tempo a intensidade de corrosdo aumenta e depois volta
a diminuir. Esta oscilagio € atribuida a geragdo e rompimento do biofilme na superficie

do ago 430;

Nas medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica hd uma diminui¢do da
resisténcia de polarizagdo do aco inoxidavel 430 em H,SO4 1 mol L" com Thiobacillus

Thiooxidans , sugerindo uma aceleracio do processo corrosivo;

A polarizacio anédica potenciostatica do aco inoxidavel 430 em H,SO4 1 mol L' com

Thiobacillus Thiooxidans favorece a formagao de um biofilme na superficie metalica;

A polarizagdo anddica ciclica (PAC) do ago inoxidavel 430 em H,SO, 1 mol L™ com
Thiobacillus Thiooxidans, dificulta a formacdo do biofilme, podendo ser utilizada

como processo inibidor de corrosdo microbioldgica para este ago neste meio;

A corrosio do aco 430 em H,SO4 1 mol L™ com Thiobacillus Thiooxidans, é do tipo
generalizada, entretanto quando se aplica a PAC nota-se a dissolugdo de pontos
preferenciais, ou seja, localizados. Esses pontos de corrosdo localizados sdo atribuidos a

dissolugdo das inclusdes presentes no material metélico.
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7 - SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Trabalhar com diferentes microorganismos e com variacao de pH (6, 7 e 8);

Estudar a aplicaco de biocidas e a eficiéncia da bioeletroquimica aplicada a inibi¢do de

biofilmes em superficie de metais;

Estudar pés-aplicac@o da bioeletroquimica e do biocida a contagem de microorganismos

em diferentes diluicdes.
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