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Abstract

The Tucurui Hydroelectric Plant has a dam with 2850 km? of flooded area and 8005 m of
length and 78 m of deep (free-board). The presence of micro-organisms in the interface metal
/ water of dam of the plant can cause damage to the efficiency of producing electricity and
useful life of equipment. Microorganisms can trigger various processes such as corrosion,
clogging and fouling on metal surfaces. In this paper an electrochemical study by
electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and microbiological adhesion of the bacteria
Pseudomonas aeruginosa onto platinum electrode are presented. Using fermentation
bioreactor for the production of biofilm, EIS measurements, count of colony forming units
(CFU / mL) by spectrophotometry UV / VIS optical bench and metallographic analysis of the
surface colonized, it was possible to investigate the phenomena involved in colonization and
biofilm development. The optical images show the formation of biofilm with 15 min of
culturing of the bacteria and the presence of polymeric extracellular materials in 1.5 h. The
effect of biofilm formation and the growth on the response of EIS has been studied using
equivalent circuit analysis.

Keywords: corrosion, biofilm, microbiologic corrosion, UHE-Tucurui.

Resumo

A Usina Hidrelétrica de Tucurui possui reservatério de 4&gua com 2850 km?, formada por uma
barragem de 8005 m de extensdo e 78 m de profundidade (cota da crista). A presenca de
micro-organismos na interface metal/agua do reservatorio da usina pode trazer danos de
elevada gravidade na eficiéncia de producdo de energia elétrica e na vida atil de
equipamentos. Micro-organismos podem desencadear Varios processos, tais como a corrosao,
entupimentos e incrustacdes nas superficies metalicas. Este trabalho apresenta um estudo
eletroquimico por espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) e microbioldgico da
adesdo da bactéria Pseudomonas aeruginosa sobre um eletrodo de platina. Utilizando-se
fermentacdo em biorreator para producgéo de biofilme, medidas de EIE, contagem de unidades
formadoras de col6nia (UFC / mL) por espectrofotometria UV/VIS e analise 6tica em banco
metalografico da superficie colonizada, foi possivel investigar os fenémenos envolvidos na
colonizacdo e na formacdo do biofilme. As imagens O&ticas evidenciam a formacdo do
biofilme a partir de 15 min de cultivo da bactéria e a presenga do MPE a partir de 1,5 h. O
efeito da formacéo e crescimento do biofilme sobre a resposta de EIE foi estudado utilizando
andlise de circuito equivalente.
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Introducéo

A corrosdo induzida por micro-organismos esta sempre associada a biofilmes, os quais se
desenvolvem progressivamente sobre superficies metalicas. Os biofilmes sdo compostos de
metabolito polimérico extracelular — MPE - (lipidios, polissacarideos, proteinas, acidos
nucleicos, etc.) e um consorcio de micro-organismos tais como bactérias, algas, fungos, etc.
As caracteristicas na interface metal/biofilme sdo alteradas pelo metabolismo dos micro-
organismos presentes no biofilme. Um exemplo de metabolismo é a producdo de MPE
secretados por estes micro-organismos (1) e modificacbes no nivel de secrecdo de fatores
responsaveis pela comunicacdo entre células individuais, através da liberacdo de uma
molécula de sinalizacdo a partir da bactéria para coordenar seus esforcos gerando um
comportamento multicelular, conhecido na literatura microbiolégica como quorum sensing —
QS (2). Bactérias do género Pseudomonas sp estdo entre 0s micro-organismos mais
comumente envolvidos com a formagdo de biofilmes e quorum sensing, especificamente a
Pseudomonas aeruginosa (3).

Sobre um metal em contato com &gua, podem ocorrer processos bioldgicos e processos
inorganicos, cujo resultado é a corrosdo. Ambos os fenémenos modificam de forma intensa o
comportamento da interface metal/solucdo. Os processos bioldgicos (biofouling) e os
processos inorgénicos (corrosdao) ocorrem de forma simultanea, mas seguem dire¢0es opostas.
O biofouling € um processo de acumulagdo de micro-organismos, algas, etc., que se dirige do
seio do liquido para a superficie metélica, j& a corrosdo transcorre no sentido oposto, da
superficie metalica (que se dissolve) para o seio do fluido. Como consequéncia de ambos os
processos, forma-se uma nova interface metal/solucdo, onde ocorre o desenvolvimento da
corrosdo microbioldgica (4). A presenca de micro-organismos e seus metabolitos (MPE) pode
desencadear varios processos, dentre os quais, a corrosao influenciada por micro-organismos
(CIM), entupimentos e incrustagcdes (5,6). Os estudos dos mecanismos envolvidos neste
processo fornecem suporte para que estratégias mais efetivas possam ser tracadas e
efetivamente atingir estes micro-organismos (7) podendo, assim, estabelecer um controle
eficaz e evitar os problemas decorrentes da formacéo de biofilmes.

O presente trabalho tem como objetivo estudar o desenvolvimento de biofilmes sobre
superficie metalica (platina) por meio da espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)
correlacionando os dados com imagens oticas do recobrimento da superficie com biofilme.

Metodologia

Bacteria e meio de cultivo. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 foram cultivadas em
caldo de soja (TSB- Tryptic Soy Broth, Himedia, HiMedia Laboratories, india) a 37 ° C por 18
h. Para os experimentos de adesdo bacteriana e desenvolvimento de biofilme, as células foram
colhidas por centrifugacdo e lavadas duas vezes com sais minimos M9 (8). Para os
experimentos de adesdo bacteriana 0 meio M9 foi suplementado com 2,0 g de glicose e
0,4940 g/L de MgSO4.7H,O. A densidade celular do indéculo foi ajustada para
aproximadamente 10° UFC / mL utilizando espectrofotémetro UV/visivel (Shimadzu Corp.)
em que uma densidade 6ptica na faixa entre 0,1 nm a 600 nm indicou 10 UFC / mL.
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Preparacédo do eletrodo de trabalho. Eletrodos de platina (Bioanalytical Systems Inc.) com
1,6 mm de didmetro foram utilizados para as medidas de espectroscopia de impedancia
eletroquimica e, ldaminas de platina (1,0 mm x 1,0 mm x 0,1 mm) embutidas em resina epoxi
foram preparadas para as analises das imagens superficiais realizadas em banco metalografico
(Leica, modelo MM®6). As laminas foram polidas com pasta de diamante e de alumina. Os
eletrodos permaneceram por 15 min em etanol a 70 % seguido de irradiacdo com luz
ultravioleta (254 nm) por 15 min para 0 processo de esterilizacao.

Adesdo de bactérias e formacgdo de biofilme. Uma célula eletroquimica tradicional foi
utilizada como reator. Para medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) o
eletrodo de trabalho (platina), o contra eletrodo (platina) e o eletrodo de referéncia (Ag/AgCl,
saturado em KCI) foram inseridos por orificos da tampa superior do reator. Para a adeséo
inicial de células bacterianas na superficie da platina, o reator foi preenchido com o sal
minimo M9 suplementado com glicose e MgSQ, e o sistema foi inoculado no tempo 0 h com
1,0 mL do inéculo ajustado (10° UFC / mL) e, dessa forma, iniciou-se a fermentacdo com
uma concentragdo de 10° UFC / mL em 100 mL de meio M9. Durante o experimento o
sistema foi mantido em temperatura de 37 °C. As analises das imagens das superficies das
amostras Oticas foram conduzidas no mesmo periodo de tempo das medidas de EIE
realizadas, isto é, para cada imagem Otica ha um espectro de impedancia eletroquimica
associado. Adicionalmente, um experimento similar de controle sem a presenca de bactéria
foi realizado utilizando o meio de sal minimo M9 suplementado com glucose e MgSO, e
incubado a 37 °C de temperatura (ndo apresentado neste trabalho).

Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE). Os experimentos foram realizados
utilizando um potenciostato/galvanostato modelo PARSTAT 2273 (Princeton Applied
Research) com médulo de impedancia e um software PowerSuite®. As medidas foram
realizadas na faixa de frequéncia entre 100 kHz a 100 mHz com aplitude do sinal de 10 mV.
Para todas as medidas foi aplicado um potencial DC de 0,0 V em relagdo ao potencial de
circuito aberto, para minimizar o efeito da polarizagdo sobre o processo de adesdo das
bactérias sobre a superficie da platina. Esse procedimento foi adotado uma vez que um
polarizagdo anoddica pode causar uma contracdo no biofilme enquanto que uma polarizacdo
catddica pode causar uma menor expansdo do biofilme (7). As medidas de EIE foram
conduzidas em tempos de cultivo predeterminados entre 15 min e 24 h, em emperatura de 37
°C. O tempo 0 h representa a condi¢do sem bacteria, isto é, apenas o meio de cultivo M9 com
seus suplementos. O meio de cultivo foi inoculado utilizando uma seringa estéril através da
linha de alimentacdo da célula eletroquimica. Para efeitos de comparacdo dos diagramas de
impedancia, foram realizados experimentos nos mesmos intervalos de tempo sem a adicéo do
indculo, para verificar a influéncia do crescimento microbiano sobre a superficie da platina. O
ajuste dos dados de impedancia foi realizado pela analise de circuito equivalente utilizando o
software Zview® (Scribner Associates Inc.).

Resultados e discussao

Na Figura 1 esta apresentada uma fotografia do arranjo experimental utilizado para o
monitoramento do desenvolvimento do biofilme por espectroscopia de impedancia
eletroquimica, em solucdo estagnada. Uma célula sem o inoculo foi utilizada como forma de
controle para comparagdo dos dados com e sem a presenca de bactéria. O monitoramento
oOtico da adesao das bactérias e desenvolvimento do biofilme foi realizado em reator montado
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em separado, com as amostras sendo retiradas para analise nos mesmos tempos das medidas
de EIE.

As medidas de EIE foram desenvolvidas varrendo uma faixa de frequéncia de 100 kHz a 100
mHz para identificar e caracterizar as propriedades elétricas da interface platina/meio de
cultivo com in6culo durante a adesdo e desenvolvimento do biofilme. As medidas foram
realizadas aplicando um potencial DC de 0,0 VV em relagéo ao potencial e circuito aberto para
minimizar os efeitos da polarizacéo sobre o processo de adeséo.

Figura 1 — Fotografia do arranjo experimental
utilizado para o estudo da adesdo e
desenvolvimento de biofilme sobre superficie de
platina. As duas células de medidas, sem in6culo
e com indéculo, foram mantidas a 37 °C.

Na Figura 2 esta apresentado um diagrama esquematico ilustrando as diferentes etapas de
formacgéo de biofilme. Uma das teorias descrita na literatura que explica a formacdo de
biofilmes ressalta que a adesdo é um processo que ocorre em duas etapas (9). Na primeira
etapa, 0 processo € ainda reversivel, em fungdo do processo de adesdo do micro-organismo na
superficie ocorrer por meio de forcas de Van der Walls e atracdo eletrostatica (10). Na
segunda etapa, a teoria considera que ocorre a interacdo fisica da célula com a superficie
através de material polimérico extracelular de natureza polissacaridica ou protéica, produzido
pela bactéria, denominado glicocalix, que suporta a formacao de biofilmes. O glicocélix seria
o responsavel por favorecer o processo de adesdo superficial e fornecer condi¢es de adesao
do peptideoglicano das bactérias Gram-positivas e a parte externa, membrana externa, das
Gram-negativas (11).
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Figura 2 — Diagrama esquematico das etapas de adesdo bacteriana e formacdo de
biofilme em superficies sélidas em meio aquoso.

Imagens da superficie de um eletrodo de platina revelando os estagios de adesdo e
desenvolvimento do biofilmes foram realizadas utilizando microscopia Otica e estdo
apresentadas na Figura 3. A Figura 3 apresenta a variacdo do grau de recobrimento da
superficie metélica em funcdo do tempo. No tempo O min, situacdo em que ha bactéria no
meio de cultivo, a superficie ndo apresenta nenhum sinal de adesdo bacteriana.
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Figura 3 — Imagens de microscopia 6tica indicando os estagios da
formacédo do biofilme da bactéria Pseudomonas aeruginosa sobre
eletrodo de platina.

Levando-se em conta o diagrama esquematico da Figura 2 pode-se descrever 0 processo de
adesdo, formacdo e maturacdo do biofilme sobre a platina. Assim, na Figura 3 observa-se a
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etapa 1 representada pelo processo de adesdo (inicia¢do), baixo grau de recobrimento e, a
etapa 2, representada pela formacéo e maturacao do biofilme, maior grau de recobrimento.

Na Figura 4 estdo apresentados os espectros de impedancia eletroquimica para diferentes
periodos de deposicdo da Pseudomonas aeruginosa sobre superficie de platina. Os resultados
demonstram a variacdo dos valores medidos principalmente para a regido de frequéncias
menores do que 1 Hz. Essa variacdo é esperada devido ao efeito das mudancas de massa do
biomaterial em termos de células bacterianas totais depositadas sobre o eletrodo.
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Figura 4 — Espectros de impedancia eletroquimica em
obtidos em diferentes tempos do contato do eletrodo de
platina em meio de cultivo M9 inoculado com bactéria
Pseudomona aeruginosa. Na Figura 3A o0s espectros
correspondem ao tempo desde 15 min até 90 min. Na
Figura 3B os espectros correspondem a periodo de
tempo entre 2 h e 24 h.
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Pelo fato das medidas terem sido realizadas em solucéo estagnada, é provavel que as medidas
de impedancia tenham sido afetadas pela difusdo das espécies devido a interacdo eletrostatica
e quimica com as vizinhancgas do biomaterial. Entretanto, o efeito da etapa de crescimento do
biofilme sobre a resposta de impedancia pode ser devido as mudancas na estrutura do
biofilme, isto &, tanto a difusividade quanto a porosidade podem mudar com 0s estagios de
crescimento do biofilme.

Foi utilizado um modelo de circuito equivalente para descrever as interagdes entre o
biomaterial e a superficie da platina. O modelo de circuito equivalente proposto é apresentado
na Figura 5 e foi utilizado para caracterizar o desenvolvimento de biofilme da Pseudomonas
aeruginosa sobre uma superficie de platina. Varios modelos baseados em circuitos
equivalentes tém sido utilizados para caracterizar as interfaces eletrodo/eletrolito e
eletrodo/bactéria/eletrolito para interpretar os dados de espectroscopia de impedancia
eletroquimica (12-15). O desenvolvimento do biofilme foi considerado em trés estagios (16):
iniciacdo, crescimento e maturacdo (Figuras 2 e 3). O estagio inicial sendo caracterizado pela
adesdo reversivel de células bacterianas no substrato. No segundo e terceiro estagios, de
crescimento e maturacdo do biofilme, respectivamente, caracterizados pela proliferacdo das
células bacterianas e producdo de uma matriz de exopolissacarideo (EPS), responsavel pela
manutencgéo da estrutura do biofilme. O mesmo modelo de circuito equivalente foi utilizado
para descrever o desenvolvimento do biofilme, o qual inclui os trés estagios do
desenvolvimento. No estagio inicial, o biomaterial € composto basicamente de células
individuais distribuidas ao longo da superficie do eletrodo de trabalho, enquanto que no
estagio de crescimento e maturacdo o biomaterial € composto de uma estrutura com poros
interconectados entre eles. O modelo utilizado para descrever a interface eletrodo/biomaterial
inclui um elemento R1 representando a resisténcia da solugéo, C1 a capacitancia associada ao
eletrodo de referéncia, CPE1 o elemento de fase constante relacionado a capacitancia do
biofilme, R2 a resisténcia do biofilme, CPE2 o elemento de fase constante da interface e R3 a
resisténcia de transferéncia de carga na interface.

R1 CPE1L
® A AN SN
77
R2 CPE2
NN
77
R3
Cl
11

Figura 5 - Circuito equivalente descrevendo as interacdes
eletroquimicas entre o biomaterial e a superficie condutora de
platina. R1 representa a resisténcia da solucdo, Cl a
capaciténcia associada ao eletrodo de referéncia, CPE1 o
elemento de fase constante relacionado a capacitancia do
biofilme, R2 a resisténcia do biofilme, CPE2 o elemento de fase
constante da interface e R3 a resisténcia de transferéncia de
carga na interface.

O resultados de espectroscopia de impedancia eletroquimica da interacdo da Pseudomonas
aeruginosa sobre a platina ajustados utilizando o software ZView® pelo modelo da Figura 5,
estdo apresentados na Figura 6.
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Figura 6 — Espectro de impedancia eletroquimica
obtido para o tempo de 10 h de contato do eletrodo
de platina em meio de cultivo M9 inoculado com
bactéria Pseudomona aeruginosa. A linha tracejada
representa os dados apds ajuste com o modelo da
Figura 5.

Os valores da resisténcia do biomaterial em funcéo do periodo de deposi¢do da Pseudomonas
aeruginosa sobre platina, extraidos do modelo de circuito equivalente, estdo apresentados na
Figura 6. Pode-se observar que ocorre uma diminui¢do da resisténcia R2 com o aumento do
periodo de deposicéo até o periodo de 1,5 h. Isso pode ser atribuido ao aumento da quantidade
de biomaterial depositado sobre a platina, resultado de uma maior concentracdo de células de
bactérias aderidas. Para tempos de deposi¢do de biomaterial maiores do que 1,5 h, os estagios
de crescimento e maturacdo do biofilme ocorrem com a proliferacdo de células bacterianas e a
producdo de matriz de exopolissacarideo. Tempos maiores do que 1,5 h representa um
biofilme j& formado sobre a superficie da platina que esta na fase de maturacdo em funcdo do
tempo, em acordo com os dados da etapa 2 apresentados na Figura 3. Os valores dos dados de
R2 extraidos para tempos maiores do que 1,5 h resultaram num aumento na resisténcia e
numa diminuicdo da capacitancia do biomaterial em funcdo do tempo. Esse resultado pode ser
atribuido ao aumento da espessura do biofilme. Observa-se também, que a partir de um
determinado tempo, atinge-se uma situacdo caracteristica de estado estacionario onde a
espessura e as propriedades do biofilme ndo variam significativamente, tempos maiores do
que 10 h.
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Figura 6. Capacitancia (CPEL) e resisténcia (R2) do

biomaterial para diferentes periodos de deposicéo da adeséo
da Pseudomona Aeroginosa.

Conclusodes

Foi apresentado um método Otico e eletroquimico para caracterizacdo em tempo real da
adesdo microbial de biofilmes em superficie de platina. Este método pode ser estendido para
aplicacdo em metais de uso cotidiano em usinas hidrelétricas para avaliar principalmente
tubulacOes do sistema de refrigeracdo das unidades geradoras. O grau de recobrimento da
superficie da platina pela Pseudomonas Aeruginosa foi monitorado por microscopia Otica.
Ficou evidenciado que a superficie é totalmente recoberta com um biofilme ap6s 24 h de
contato entre a platina e 0 meio de cultivo com inoculo. A caracterizacdo da formacdo do
biofilme sobre platina em tempo real foi feita usando um modelo de circuito equivalente
incluindo componentes descrevendo os fendmenos eletroquimicos e associados as imagens
Gticas. Foi mostrado que a resisténcia do biofilme diminui inicialmente e depois aumenta até
atingir um estado estacionario apds 10 h. As variacdes nos valores de resisténcia do biofilme
foram atribuidas as variagbes nas propriedades do biofilme associadas aos estagios de
formacéo.
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