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RESUMO

O principal componente dos custos de manutencdo e operacdo da industria
do petréleo é a corrosdao. Quando ela esta associada a interacdo de microrganismos
com superficies metalicas denomina-se biocorrosdo. Atribui-se a biocorrosdo mais
de 40% da corrosdo interna de oleodutos. Os impactos da biocorrosdo séo
inimeros, podendo gerar desde perdas por contaminacdo de produtos, até impactos
ambientais através do rompimento de dutos e derramamento de produtos. Visando
desenvolver tecnologias para o estudo deste fenbmeno a fim de reduzr seus
impactos, no presente trabalho estudou-se a possibilidade de desenvolver um
biossensor eletroquimico microbiano para seu monitoramento. As bactérias
redutoras de sulfato estdo envolvidas em 95% dos casos de biocorrosdo e, o
produto gerado por seu metabolismo, o sulfeto, pode ser oxidado a sulfato por
algumas espécies bacterianas do grupo das oxidantes de enxofre e, deste modo,
quantificado por método potenciométrico. Assim, o biocomponente escolhido para a
construcdo do biossensor foi a bactéria Acithiobacillus thiooxidans e o transdutor, um
eletrodo de pH. O emprego de A. thiooxidans como biocomponente foi avaliado por
curva de crescimento nas condi¢Bes 6timas descritas na literatura, assim como, em
diferentes valores de pH e variadas concentracées de hidrocarboneto no meio para
validar a aplicacdo do biossensor bacteriano na industria de 6leo e gas. O sistema
transdutor/biocomponente montado foi usado na elaboracdo de uma curva de
calibracdo através de ensaios de acompanhamento do potencial redox de amostras
com diferentes concentracdes de sulfeto inorganico. A relacéo entre a variacdo de
potencial e a concentracdo de sulfeto inicial foi linear com um R?=0,9658, mostrando
uma boa correlacdo entre os dados. Apés a elaboracdo da curva de calibracédo do
biossensor, testes com sulfeto biogénico (gerado por cultura mista enriqguecida com
BRS proveniente da agua do mar) foram realizados e seus resultados foram
comparados por iodometria, uma técnica analitica de quantificacdo de sulfeto ja
consolidada. O erro experimental encontrado na comparacdo das técnicas foi em
torno de 10%, o que mostra a validade do método e viabiliza o desenvolvimento do

biossensor proposto.

Palavras-chave: Biossensores, Biocorrosdo, Bactérias Redutoras de Sulfato,
Ind Ustria de petréleo, Sulfeto.



ABSTRACT

The main component of maintenance and operation costs of the oil industry
is corrosion. When it is associated with the interaction of microorganisms with me tal
surfaces, it is called biocorrosion. More than 40% of the internal corrosion of the
pipelines is attributed to biocorrosion. The impacts of biocorrosion are numerous,
ranging from losses due to contamination of products to environmental impacts
through the rupture of the pipeline and product spillage. Aiming the development of
technologies for the study of this phenomenon, in order to reduce its impacts, the
present work studied the possibility of developing a microbial electrochemical
biosensor for its monitoring. Sulphate-reducing bacteria are involved in 95% of the
cases of biocorrosion, and the product generated by their metabolism (sulfide), can
be oxidized to sulfate by some bacterial species of the group of sulfur oxidants and
quantified by the potentiometric method.

Thus, the biocomponent chosen for the construction of the biosensor was
Acithiobacillus thiooxidans and the transducer, a pH electrode. The use of A.
thiooxidans as a biocomponent was evaluated through its growth curve under the
ideal conditions described in the literature, as well as under conditions of different pH
values and with different concentrations of hydrocarbons in the medium to validate its
application in oil and gas industry. The assembled transducer / biocomponent system
was used to prepare a calibration curve by monitoring the redox potential of samples
with different concentrations of inorganic sulfide. The relationship between the
potential variation and the initial sulfide concentration was linear with R? = 0.9658,
showing a good correlation of the data. After the elaboration of the calibration curve
of the biosensor, biogenic sulfate tests (of samples enriched with BRS) were
performed and their results were compared with an already consolidated analytical
technique for the quantification of sulfides, iodometry. The experimental error found
in the comparison of the techniques was about 10%, which shows the validity of the

method and makes the development of the proposed biosensor viable.

Key words: Biosensors, biocorrosion, sulfate reducing bacteria, oil and gas industry,

sulfide.
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1 INTRODUCAO

Os combustiveis fésseis como o petréleo, o gas natural e o carvao
correspondem a 81% da matriz energética global (AIE, 2013). Embora haja uma
tendéncia mundial de transicdo para as energias renovaveis, um estudo recente da
Energy Information Administration (EIA) mostra que os combustiveis fosseis ainda
representarao 78% do consumo de energia em 2040 (EIA, 2016).

Apesar da industria de petréleo e gas ser conhecida por gerar grandes
receitas, existe um alto custo associado a todo 0 processo que ocorre nessa
indastria, que vai desde a exploracdo e producdo (upstream) até a distribuicdo
(downstream). Segundo Haile e colaboradores (2010), o principal componente dos

custos de manutencdo e operagcdo da industria do petréleo é a corrosdo, cujos

custos podem ser diretos ou indiretos, como mostra o Quadro 1.

Quadro 1: Custos associados a corrosao na industria de 6leo e gas

Custos diretos Custos indiretos
Paralizacéo para
limpeza ou reposicéo
de pecas

Substituicdo de
pecas

Custos com
manutenc¢do dos Perda de produtos
equipamentos
Contaminacéo de

Processos de produtos

protecao Impactos ambientais

Perda da eficiéncia
do equipamento

Indenizagdes por
acidentes

Perda de vidas
humanas

Fonte: GENTIL, 2011.



A corrosdo é um processo natural no qual os metais revertem o processo de
“refino” voltando a um estado de energia mais baixo (GENTIL, 2011). Ela pode ser
de varios tipos, porém, neste trabalho, daremos destaque a Corrosao
Microbiologicamente Induzida (CMI).

A CMI, também chamada biocorrosdo, € resultado da interacdo entre
microrganismos e superficies metalicas, e se da principalmente de forma pontual e
profunda através da formacdo de pites, podendo gerar impactos econémicos ao
processo, como falhas no equipamento, contaminacdo de produtos, entupimento e
rompimento de tubulacdes e poluicdo ambiental devido ao derramamento de
petréleo ou derivados.

Na indUstria de petroleo e gas, cerca de um quarto das falhas estruturais
observadas, sdo atribuidas a corrosdo (RODRIGUES et al., 2008), enquanto atribui-
se aos microrganismos mais de 40% da corrosao interna de oleodutos (HAILE et al.;
2010). Em 2001, o custo anual com corrosdo era estimado em US$ 13,4 bilhdes,
sendo US$ 2 bilhdes relacionados a biocorroséo (HAILE et al., 2010).

Neste contexto, h4 a necessidade de se desenvolver tecnologias visando a
minimizacdo dos custos de operacdo do setor. Em particular, o monitoramento da
CMI, assim como o estudo dos microrganismos que a provocam e a adocédo de
medidas que minimizem a CMI, tem grande importancia na garantia da integridade
dos equipamentos na industria de O6leo e gas, prevenindo a ocorréncia de
vazamentos que causam impactos ambientais e financeiros. Com isso, o biossensor
surge como uma alternativa promissora devido a seu carater especifico e a seu
custo relativamente baixo.

O objetivo deste trabalho foi monitorar a atividade das bactérias redutoras de
sulfato visando o monitoramento da biocorroséo pelo emprego de um biossensor a
fim de evitar seus impactos nos sistemas de distribuicdo e armazenamento de

petréleo e seus derivados.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Corroséo

Segundo Gentil (2011), a corrosédo pode ser definida como a deterioracéo de
um material, geralmente metélico, por acdo quimica ou eletroquimica do meio
ambiente aliada ou ndo a esforcos mecanicos. E um processo espontaneo, uma vez
que 0s metais, em sua maioria, sdo encontrados na natureza na forma de oxidos e
sulfetos, e tendem a voltar espontaneamente para o estado oxidado. A corrosao
pode ocorrer também em materiais ndo metalicos, como concreto, borracha,
polimeros e madeira devido a acdo do meio ambiente. Essa deterioracdo, causada
pela interacdo do material e o meio, afeta a durabilidade e o desempenho dos
materiais, tornando-os inadequados para uso (GENTIL, 2011).

A corroséo pode se dar de duas maneiras: corrosdo quimica, que ocorre na
auséncia de agua e em temperaturas elevadas; e corrosdo eletroquimica, que
ocorre, geralmente, na presenca de agua e a temperatura ambiente, o que torna sua
ocorréncia mais comum na natureza (MERCON et al., 2004; GENTIL, 2011).

O processo corrosivo de origem eletroquimica esta associado a ocorréncia
de duas reacdes quimicas simultdneas: oxidacdo e reducao; conforme exemplificado
para o ferro nas reacfes 1 e 2 (MERCON et al., 2004).

Fe —— Fe*+ 2 ¢ (oxidac&o) D
2HO+2e——H2+20H (reducéo) (2)

A corrosdo eletroquimica gera a formagdo de uma pilha, que pode ser
definida como uma célula eletroquimica onde ocorre movimentacdo de elétrons de
maneira espontanea devido a diferenca de potencial existente entre os dois
elementos que compdem os eletrodos desta célula (anodo e catodo) (GENTIL,
2011). Dentre os elementos que compdem uma pilha, estdo (GENTIL, 2011):

a) anodo: eletrodo onde ocorre a oxidacao;

b) catodo: eletrodo onde ocorre a redugao;

c) ponte salina: solugdo condutora que permite o fluxo de ions do anodo

para o catodo;



d) condutor metalico: ligacdo metalica entre 0 anodo e o catodo por onde se
da o transporte de elétrons.

O funcionamento de uma pilha é determinado pela movimentacéo de cargas
do anodo (regido onde ocorre a corrosdo propriamente dita), cuja massa diminui
com a perda de ions, 0os quais vao para a solucdo condutora, aumentando sua
concentracdo. Esses ions depositam-se no catodo, regido onde ocorre a reducéo.

A corrosdo ndo ocorre apenas com dois metais em uma mesma solugao,
mas ela pode também ocorrer em uma mesma superficie metélica, se nesta houver
diferenca de aeracdo ou temperatura, que podem gerar regides anoddicas e
catddicas.

Quando a corrosdo é causada por acdo de microrganismos, denomina-se
biocorroséo.

2.2 Biocorrosao

A biocorrosao ou Corrosao Microbiologicamente Induzida (CMI) é resultado
da aderéncia de microrganismos a superficies sélidas e sua posterior colonizagdo. O
desenvolvimento microbiano leva a formacdo de estruturas complexas organizadas
denominadas biofilmes, que sdo constituidos de microrganismos inseridos em matriz
polimérica autoproduzida, denominada material polimérico extracelular (Extracellular
Polymeric Substances, EPS), e, principalmente, agua, que representa mais de 90%
de sua matriz (GEESEY, 1982).
Os biofilmes podem ser formados por populacbes microbianas desenvolvidas
a partir de uma uUnica, ou de multiplas espécies, a depender da diversidade da
comunidade planctdnica, ou seja, das espécies de vida livre na fase aquosa
(RHOADS et al.,, 2008). De fato, a formacdo do biofilme é uma estratégia de
sobrevivéncia de microrganismos em ambientes onde as condi¢cdes sé&o adversas, 0
que resulta em alteracdes fenotipicas diversas entre as células planctdnicas e as
sésseis, isto é, aquelas constituintes dos biofilmes (MOSTELLER e BISHOP, 1993;
CABECA, 2006).
Os principais microrganismos envolvidos no processo corrosivo sao as
bactérias, embora existam casos de corrosdo associados a fungos e algas (LITTLE
& LEE, 2007). Ao se fixarem na superficie de um material, esses microrganismos

favorecem as reacdes eletroquimicas do processo corrosivo e modificam as



caracteristicas do material através da criacdo de zonas com diferenca de aeracao,
acelerando o seu desgaste (VIDELA, 2003). Portanto, a CMI segue 0s mesmos
principios da corrosdo eletroquimica, onde se tem um processo de oxidacao
ocorrendo na regido anodica, levando a dissolugdo do metal e, simultaneamente, a
reducdo de algum componente na regido catddica (CRAVO, 2004). Os
microrganismos induzem as reacfes anddicas e catédicas atraves da alteracdo da
interface metal/solucéo, acelerando, assim, o processo corrosivo, sem modificar a
natureza eletroquimica deste fenébmeno (VIDELA, 2003).

Por envolver a participacdo de varios microrganismos, a biocorrosdo é um
fendbmeno complexo e dificil de ser atribuido a um Unico mecanismo. Por conta da
sua importancia econémica, este fendbmeno tem sido extensamente estudado nas
Ultimas décadas, a fim de propor modelos para a explicagdo dos mecanismos
envolvidos no processo (BEECH & SUNNER, 2004). Na maioria dos casos, a
biocorrosdo se da4 de maneira localizada, gerando pites, que podem levar, por
exemplo, ao rompimento de tubulacdes, uma vez que estes pites sdo caracterizados

por sua profundidade.

2.2.1 Biofilme

A presenca de agua em alguns ambientes fornece condi¢des ideais para o
crescimento dos microrganismos autoctones. Estes, por sua vez, se desenvolvem e
excretam bioprodutos, tais como EPS (FANG et al., 2002; GEORGE et al., 2003). O
EPS tem papel importante na formacéo do biofilme, pois ele auxilia a adsor¢cdo das
células e fornece nutrientes para as mesmas, quando ndo ha nutrientes suficientes
no meio para seu desenvolvimento.

Assim, o biofilme pode ser definido como um consércio microbiano, no qual
as células estdo imobilizadas em uma matriz polimérica (EPS) constituida por
polissacarideos, proteinas, enzimas, acidos nucleicos e lipidios (LEWANDOWSKY et
al., 1995; CHAN et al., 2002). A Figura 1 apresenta a microscopia eletrénica de um

biofilme.



Figura 1: Biofilme presente sobre um corpo de prova exposto a agua produzida no
campo da Bacia de Campos: a) microscopia eletronica de varredura (MEV)
ilustrando microcolénias de bactérias baciliformes e b) MEV de bactérias associadas
a abundante matriz extracelular.

Fonte: Albuquerque et al., 2014.

Segundo Videla e Herrera (2005), a formacao de biofilmes ndo é uniforme, o
que facilita a instalacdo do processo corrosivo. As etapas de formacao do biofilme
séo apresentadas na Figura 2.

Figura 2: Etapas de formacé&o do biofilme

Fonte: Peg Dirckx, Center for Biofilm Engineering (adaptado)



A primeira etapa (Figura 2, numero 1) consiste na forma¢do de uma camada
constituida de matérias orgénicas e inorganicas aderidas a superficie do metal,
formando uma fina pelicula (20-80 nm de espessura), que pode alterar as cargas
eletrostaticas da superficie metalica (VIDELA & HERRERA, 2005). Posteriormente,
ocorre a adesdo das bactérias colonizadoras primarias e se inicia a formacao do
EPS (Figura 2, niumeros 2 e 3), que € o responsavel por consolidar a fixacdo do
biofilme a superficie metalica, além de servir como fonte nutricional para o consoércio
microbiano presente no biofilme. Esta etapa do processo de formacgéo do biofilme é
bastante rapida, podendo demorar poucos minutos ou algumas horas, dependendo
do ambiente no qual o metal estd imerso (VIDELA & HERRERA, 2005). Apés a
adesao dos colonizadores secundarios, o biofilme atinge um estagio maduro (Figura
2, numero 4). As células podem se desprender do biofilme devido a velocidade de
escoamento do fluido (Figura 2, numero 5). Quando estas células, antes sésseis,
atingem a fase plancténica, elas podem recolonizar a superficie e reiniciar todo o
processo (DREESZEN, 2003; JANNING et al., 2005).

Nos biofilmes, os microrganismos aerdbios vivem na regido mais externa
devido a disponibilidade de oxigénio, ja os anaerdbios se desenvolvem na regido
mais interna, onde se estabelece uma condicdo de anaerobiose pela respiracéo
aerbbia e baixa difusdo de oxigénio pela matriz polimérica (COSTERTON et al.,
1995). Dentre as bactérias presentes no biofilme, podemos destacar as bactérias
redutoras de sulfato (BRS), que estao envolvidas em 95% dos casos de biocorrosao
(HAMILTON, 1985).

2.3 Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS)

As BRS constituem um grupo de microrganismos compreendendo espécies
morfologicamente, citologicamente e fisiologicamente diversas. Em comum,
desenvolvem o processo de respiragdo anaerdbica conhecido como reducao
desassimilativa do sulfato, onde o sulfato € o aceptor final de elétrons, liberando gas
carbénico e sulfetos (JENNEMAN et al., 1986; BARTON, 2009; GONZALEZ,
SANTANA & MIRZA-ROSCA, 1998; CASTRO et al., 2000). Sdo em sua maioria
anaerobias estritas, embora diferentemente da maioria das bactérias anaerobias, as

BRS séo capazes de sobreviver na presenca de quantidade limitada de oxigénio.



Esta tolerancia ao ar pode ser atribuida a presenca de catalase e superoxido
dismutase (BARTON, 1995). Ademais, a analise do genoma de Desulfovibrio
vulgaris revelou a presenca de uma oxidase terminal de alta afinidade que permite a
respiracdo de oxigénio sob condi¢6es microaerofilicas (CYPIONKA, 2000; LEMOS et
al., 2001). Contudo, o crescimento de D. vulgaris a custa de oxigénio nunca foi
demonstrado. Segundo Richardson (2000), tais oxidases podem ter evoluido para
protecdo contra os efeitos nocivos do oxigénio. Recentemente, foi isolada uma
espécie de BRS anaerobia facultativa, Citrobacter, de ambiente com alto nivel de
oxigénio (ZARASVAND & RAI, 2016).

Essas bactérias sdo facilmente encontradas em ambientes terrestres e
marinhos, incluindo estuarios, sedimentos e lagos salinos ou hipersalinos, por
conterem altas concentracdes de sulfato, embora existam relatos de BRS ativas em
ambientes ndo salinos e em agua doce. As BRS também ja foram encontradas em
ambientes poluidos como plantas de purificagdo anaerébia, em alimentos
deteriorados, plantas de lodo, em aguas de campos de exploracdo de Oleo,
ambientes contaminados com hidrocarbonetos e com compostos halogenados, entre
outros (POSTGATE, 1984; BARTON, 1995; KLEIMKEMPER et al., 2002; RABUS et
al., 2006).

As bactérias redutoras de sulfato podem ser classificadas em 4 grupos:
mesofilas Gram-negativas, eubactérias terméfilas Gram-negativas, Gram-positivas
formadoras de esporos e arqueobactérias termofilas Gram-negativas [POSTGATE,
1984; BARTON, 1995; CASTRO et al., 2000]. As BRS mesofilas ndo formadoras de
esporos sao as mais difundidas na natureza. Dentre elas, cinco géneros oxidam
parcialmente compostos organicos a acetato: Desulfovibrio, Desulfobotulus,
Desulfobulbus, Desulfohalobium e Desulfomicrobium. E, sete géneros oxidam
substratos organicos completamente a CO,, sendo eles: Desulfoarculus,
Desulfobacter, Desulfobacterium, Desulfococcus, Desulfomonile, Desulfonema e
Desulfosarcina (BARTON, 1995; MATIAS et al., 2005). As BRS termofilicas incluem
0s géneros Thermodesulfobacterium e Desulfotomaculum, cujas espécies sao
formadoras de enddsporos. Thevenieau et al. (2007) isolaram uma nova espécie
Desulfomicrobium thermophilum de fonte termal na Colombia. E, recentemente,
Zarasvand e Rai (2016) isolaram e identificaram 10 espécies de BRS do casco
corroido de navio de pesca, dentre as quais Citrobacter, referendada por eles como

uma BRS nédo tradicional termofilica.



As células de BRS se apresentam em formas variadas; esférica, oval,
espiralada, filamentosa, bastonete, ou vibrio, com didametro variando de 0,4 a 3,0 um
(BARTON, 1995). Algumas espécies apresentam mobilidade, a maioria por um Unico
flagelo polar, flagelo duplo ou flagelos peritriquios. As filamentosas (Desulfonema)
exibem um movimento deslizante (HOLT et al., 1994).

Em sua maioria, as BRS sdo mesofilas com temperatura oOtima de
crescimento entre 25 e 40°C, embora ja tenham sido encontradas algumas espécies
capazes de crescer a temperatura de -5°C (psicrofilicas) e outras em temperaturas
superiores a 75°C (hipertermofilicas) (MUYZER & STAMS, 2008; TANG,
BASKARAN & NEMATI, 2009). O crescimento de BRS mesofilas é geralmente lento,
levando de alguns dias a duas semanas a 30°C, de acordo com a espécie, enquanto
as termofilas crescem mais rapidamente; a 55°C, o crescimento leva de 12 a 18
horas. Uma razéo para o crescimento lento € a geracdo de H,S que compromete a
velocidade de crescimento a medida que se acumula (POSTGATE, 1984).

Com relacdo ao pH, as BRS geralmente crescem na faixa de 7,2 a 7,8,
porém, existem espécies que conseguem tolerar ambientes &cidos (pH 4,0) e
alcalinos com pH de até 9,5 (BARTON, 1995; VIDELA, 1996).

As BRS foram consideradas responsaveis na corrosao de tubos de ferro
fundido em 1964, quando Von Wolzogen Kuhr e Van der Vlugt realizaram um
trabalho sobre a Teoria da Despolarizacdo Catodica (TDC)!. No local do ataque foi
encontrado um residuo de coloracdo escura, resultado da reagdo do ferro com o
sulfeto, produto do metabolismo das BRS, gerado a partir da utilizacdo de ions
sulfato como aceptor final de elétrons.

O processo corrosivo causado por BRS é uma corrosao localizada e se da
pela formacdo de pites, um tipo de corroséo localizada, de area muito restrita, mas
em geral, de consideravel profundidade (GENTIL, 2011). Por isso, esse tipo de
corrosdo ¢é dificilmente detectavel, embora possa levar ao rompimento de

tubulacdes, gerando perda de produto e graves impactos ao ambiente.

 processo de biocorros&o gue ocorre na regido catodica pelo consumo do hidrogénio molecular
adsorvido a superficie metalica por algumas espécies de BRS hidrogenase positiva. A dissociacdo da
agua resulta na formacao de hidrogénio molecular que se adsorve a superficie metélica, impedindo a
recombinacdo de atomos de hidrogénio na zona catddica e, por sua vez, prevenindo a evolugdo do

processo corrosivo, fendbmeno denominado polarizagéo catédica (BOLTON, 1963).
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2.4 A Corroséao na industriade 6leo & gas

A maioria dos casos de corrosdo acontece em meio aquoso (SCULLY,
1990), por isso, 0os problemas com corrosdo podem ocorrer nas mais variadas
atividades, destacando-se a industria de petréleo (GENTIL, 2011). A corrosao nesta
indUstria comecou a ser estudada na década de 1940 devido a necessidade de
refino de petrdleos com maior acidez (CARVALHO, 2004).

A atividade de extracdo do petrdleo gera como principal residuo agua, quase
sempre, associada ao Oleo produzido. Adicionalmente, emprega-se a injecdo de
agua nos reservatérios como principal mecanismo para aumento do fator de
recuperacdo do petroleo (da ROSA et al., 2016). A agua aumenta a pressao interna
do reservatorio, auxiliando no deslocamento do 6leo. Nos campos offshore é
realizada a injecdo de agua do mar, devido a sua grande disponibilidade, porém,
além de afetar a qualidade do petréleo produzido, a 4gua do mar pode conferir um
Sério risco as atividades operacionais da plataforma, pois sua elevada concentracao
de sulfato (SO4), cerca de 3000 mg/L (SOUZA, 2009), estimula a atividade das
bactérias redutoras de sulfato oriundas da agua do mar e daquelas presentes no
reservatorio. Simultaneamente, a injecdo de dgua do mar nos reservatorios também
reduz a salinidade e a temperatura da agua produzida, propiciando ainda mais um
ambiente favoravel a proliferacdo de BRS, além de intensificar o processo corrosivo,
0 que gera custos de producdo e de transporte de petroleo (LIMA, 1996; THOMAS,
2004; DUNSMORE & EVANS, 2005). A composicdo da agua associada ao petréleo,
denominada &gua produzida ou agua de producédo, depende das caracteristicas e da
profundidade do campo produtor (MORAES et al., 2004; STEWART & ARNOLD,
2011).

O primeiro relato de corrosdo associada a microrganismos na industria de
Oleo & gas foi na década de 30, quando Von Wolzogen Kuhr e Van der Klugt
observaram a acdo das BRS na corrosdo externa em dutos enterrados em solos
(ALBUQUERQUE et al., 2014). Em 1963, Kuznetsova et al. concluiram que a inje¢do
de agua, contendo, entres outros, sulfato e BRS, nos reservatorios gerava graves
problemas, dentre estes, o aumento da concentracdo de sulfeto no petréleo
(ALBUQUERQUE etal., 2014).



11

As bactérias redutoras de sulfato sdo as principais responsaveis pela
geracdo biogénica de H,S na industria do petrdleo, que leva a biocorrosdo dos dutos
e equipamentos relacionados a producéo, transporte e processamento do petréleo,
além de ocasionar sua acidificacdo, sendo esta denominada souring. A acidificacao
aumenta as chances de ocorrer a biocorrosdo; influencia na qualidade dos
hidrocarbonetos produzidos; reduz a produtividade dos pogos devido & geragédo de
produtos de incrustracdo como o FeS (biofouling) e gera impactos ambientais
devido a toxicidade do sulfeto (TANG et al., 2009; MAXWELL & SPARK, 2005;
FAUQHAR, 1997).

Este cenario mostra a gravidade dos impactos causados pelas BRS na
industria de 6leo e gas, reafirmando a necessidade de desenvolvimento de novas
tecnologias para minimiza-los. Para tanto, o controle preventivo, ou seja, a
possibilidade de deteccdo da atividade destes microrganismos para emprego de
tratamento adequado para evitar o seu desenvolvimento nos sistemas industriais,
seria uma estratégia interessante. Neste contexto, uma alternativa que poderia ser

utilizada para esta deteccao seria a utilizacado de biossensores.

25 Biossensores

Um sensor é um instrumento que produz uma resposta proporcional a
guantidade de determinada substancia que o estimula. Quando ele possui um
sistema biolégico de deteccéo, € denominado biossensor (MALHOTRA et al., 2005;
ARYA et al., 2008).

Segundo a definicdo da IUPAC, um biossensor é “um instrumento integrado
que é capaz de fornecer uma informacao analitica especifica quantitativa ou semi-
quantitativa através do uso de um elemento de reconhecimento biologico (receptor
bioquimico) que esta em contato direto com o elemento de transdugao” (IUPAC,
1999).

A tecnologia de biossensores estd em crescimento desde o primeiro
biossensor produzido por Clark & Lyons em 1962, que atraveés da imobilizacdo da
enzima glicose oxidase na superficie de um eletrodo de oxigénio, desenvolveram um
biossensor para deteccdo de glicose no sangue (DAVIS & HIGSON, 2005; HIGSON
et al., 1994). Este sensor era baseado na diminuicdo da concentragdo de oxigénio
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proporcional a concentracdo de glicose e pela primeira vez se falou no termo
“eletrodo enzimatico” (SILVA, 2011).

Devido aos inimeros elementos de reconhecimento biolégico e transdutores
gue podem ser empregados, o0s biossensores podem assumir uma grande
diversidade de configuracdes, apesentando solucdes para os problemas analiticos
das mais variadas areas.

A principal caracteristica dos biossensores é o reconhecimento seletivo de
sua camada sensora composta por biomoléculas, que permite avaliar a
concentracdo do componente desejado contido na amostra (MELO, 2012). Logo, a
escolha do elemento biolégico adequado para um determinado tipo de biossensor é
de extrema importancia no seu desenvolvimento e depende da amostra a ser
analisada.

Incorporado ao receptor biolégico de biossensor, ha um transdutor que deve
ser capaz de converter a resposta quimica em um sinal possivel de ser lido. A
escolha do transdutor adequado também é fundamental no desenvolvimento de
biossensores, sendo esta determinada, principalmente, pelo tipo de medida em que
se tem interesse (MELO, 2012).

Desse modo, um biossensor combina a especificidade de um componente
biolégico extremamente seletivo para o analito de interesse com a sensibilidade de
um transdutor capaz de converter o sinal biolégico gerado, produzindo um sinal
quantificavel proporcional & concentragdo do analito (SALGADO, 2001).

De uma forma geral, o funcionamento de um biossensor (Figura 3) envolve a
reacdo biolégica entre o biocomponente e o analito de interesse. Em seguida, como
produto desta reacao, ocorrem variacoes fisico-quimicas na amostra analisada, que
pode ser mudanca no pH, na temperatura ou na massa, ou até mesmo, emissao de
luz. Este sinal fisico-quimico gerado apés a interacdo entre o componente biolégico
e 0 substrato a ser quantificado é convertido através do transdutor em um sinal
possivel de ser lido (ARYA et al., 2008).
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Células 4 Mudancade __ Eletrodode
vegetais » pH pH

Luz —> Contador de Sinal
f5ton elétrico

Substdncia __, Eletrodo
eletroativa

Mudangade _ pjezoelétrico

Elemento Transdutor
biolégico de sinal

Figura 3: Esquema geral de funcionamento de um biossensor
Fonte: Otles & Yalcin, 2012.

Geralmente, um biossensor utiliza pequenos volumes de amostra, sem a
necessidade de um pré-tratamento desta, sendo um método “limpo” e de baixo custo
(GUIMARAES, 2009). O uso dos biossensores, na maioria dos casos, ndo necessita
de especialistas. Eles podem ser de uso continuo, em linha com o processo, ou

descartaveis (MELO, 2012) e permitem a automatizacdo de analises bioquimicas.

2.5.1 Componente biologico de Biossensores

O componente biolégico faz o reconhecimento seletivo do analito de
interesse por meio de uma reagdo bioquimica gerando um sinal. Sua escolha esta

Sujeita a uma série de fatores e seus requisitos basicos sdo (SALGADO, 2001):
v Disponibilidade de um sitio ativo para reagir com o analito;
v Estabilidade nas condicGes de medicao;
v Possibilidade de imobilizacdo sobre suportes sem afetar seu desempenho.

Diversos componentes biolégicos podem ser utilizados na construcao de um
biossensor, dentre eles: enzimas, microrganismos, tecido, anticorpos etc. De acordo
com o0 biocomponente empregado, 0s biossensores podem ser: enzimatico,

microbiano, imunosensor, etc.
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Os biossensores enzimaticos sao 0s mais comuns, porém, 0S custos com
producdo e purificacdo de enzimas sao altos e representam uma desvantagem
frente aos biossensores microbianos (FRENCH & GWENI, 2011). Além de
apresentarem menor custo, 0s biossensores microbianos sdo menos sensiveis a
variacoes das condicbes do meio, 0 que faz deles mais estaveis, uma vez que as
enzimas estado protegidas em seu ambiente natural.

O componente biolégico de um biossensor microbiano € uma célula integra
de um determinado microrganismo, que especificamente reconhece e reage com o
analito de interesse, produzindo uma mudanca na amostra através de variacdo na
atividade respiratoria ou da producao de metabdlitos, que sdo monitorados por um
transdutor (KARUBE et al., 1994).

2.5.2 Transdutor

O transdutor de um biossensor transforma um sinal fisico-quimico
(temperatura, som, luz) em um sinal possivel de ser lido. Além da classificacdo de
acordo com o seu componente biologico, os biossensores podem ser classificados
de acordo com o seu sistema de transdugdo em: Eletroquimicos (Amperométricos,
Potenciométricos ou Condutimétricos), Acusticos, Oticos, Calorimétricos e
Piezoelétricos.

A escolha do transdutor obedece a alguns requisitos basicos, como a
possibilidade de imobilizacdo do material biolégico em sua estrutura, a
especificidade para o analito a ser quantificado, sendo capaz de detectar qualquer
variacdo decorrente da reacdo biolégica (SALGADO, 2001; MELLO & KUBOTA,
2007). Outros aspectos a serem considerados na selecdo do transdutor sdo a
frequéncia e exatiddo da resposta, a relacdo entre sinal e ruido e a possibilidade de
amplificacéo do sinal (SILVA, 2009).

Dentre os transdutores que tém sido empregados na construgdo dos
biossensores, 0s eletroquimicos se destacam, pois apresentam resposta rapida, e,
além de serem econdmicos, garantem a possibilidade de automacao, permitindo sua
aplicacdo em um grande numero de amostras (MELLO & KUBOTA, 2007; PEREZ,
2000).
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Os biossensores eletroquimicos sdo divididos em amperométricos,
potenciométricos e condutimétricos. Neste trabalho, sera dada énfase aos
potenciométricos, os quais se baseiam na medida do potencial de amostras para
fornecer informacfes sobre os ions gerados através de uma reacdo biocatalitica
(THEVENOT et al., 2001; ARYA et al., 2008).

O potencial de uma célula eletroquimica é a diferenca de potencial entre os
dois eletrodos: o indicador e o de referéncia. O eletrodo de referéncia possui um
potencial constante em funcdo do tempo, independente da solugdo analisada, ja o
eletrodo indicador interage com a solucdo, desenvolvendo um potencial de interface,
que reproduz a atividade de determinada espécie em solugdo. Em geral, as medidas
potenciométricas sdo feitas por eletrodos ion-seletivos (SILVA, 2000; TORRES,
2001; RIBEIRO, 2006) e sao descritas pela equacdo de Nernst (Equacgédo 3).
Observando esta equacéo, verifica-se que o potencial do eletrodo é proporcional ao
logaritmo da atividade de determinado ion em solucao, possibilitando a quantificacdo

de espécies ibnicas por meio de uma célula galvanica (THEVENOT et al., 2001).

Onde:

E = medida do potencial do eletrodo;

Eo = potencial de referéncia;

aion = atividade do ion

R = constante dos gases

T = temperatura

z = valéncia do ion

F = constante de Faraday

O emprego mais simples e conhecido dos eletrodos ions seletivos é na

determinacdo de pH, a qual é realizada através de um eletrodo indicador ligado a um
eletrodo de referéncia, sendo o pH da amostra calculado mediante a medida do

potencial da célula.
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2.5.3 Estado da arte: Biossensores para biocorrosao

A literatura revela que as técnicas atualmente disponiveis para
monitoramento de CMI sdo demoradas e requerem instrumentos sofisticados além
de terem limitac6es quanto a aplicacdes in situ (HAILE etal., 2010).

Os biossensores surgem como uma alternativa promissora as técnicas
atuais visto que possibilitam a realizacdo das analises in situ, além de possuirem
alta especificidade e rapidez na resposta. Porém, os estudos desta tecnologia para
monitoramento de biocorrosdo sdo muito recentes, ndo existindo ainda biossensores
comerciais para tal fim.

Em 2001, Dubey e Upadhyay estudaram a possibilidade de desenvolver um
biossensor para monitorar a biocorrosdo de materiais metalicos em sistemas
industriais através da deteccdo de &cido sulfarico produzido pelas bactérias
oxidantes de enxofre (BOE) do género Thiobacillus. Os autores propuseram um
biossensor microbiano, utilizando células integras de Pseudomonas sp isoladas de
uma superficie metalica corroida e imobilizadas em uma membrana de acetilcelulose
para a sua construcdo. O transdutor utilizado foi o eletrodo de oxigénio do tipo Clark.
As andlises foram realizadas com solucdes tampdo fosfato com diferentes
concentracdes de acido sulfurico. O aumento da concentracao de &cido sulfarico no
meio levava ao aumento da taxa de respiracdo da Pseudomonas sp e,
consequentemente a diminuicdo da concentracdo de oxigénio no meio, diminuindo,
assim, a corrente. A curva de calibracdo mostrou uma relacdo linear entre a
concentracdo de acido sulfarico e a diminuicdo da corrente até uma concentracéo de
0,7 mM do acido. O biossensor mostrou reprodutibilidade com um erro de + 0,02 pA.

Haile et al. (2010) desenvolveram um sistema para monitoramento online
simultaneo de atividade de BRS in situ e taxa de corrosdo, no qual foi utilizado um
biossensor enzimatico para medir concentracdo de sulfeto no meio, sendo esta
concentracdo relacionada a atividade das BRS. As BRS foram isoladas de um
campo de 6leo no Canada e o elemento biolégico utilizado foi a enzima sulfeto
oxidase proveniente de uma actinobactéria geneticamente modificada, imobilizada
em grafite, e o transdutor foi um eletrodo de carbono vitreo. Apds a imobilizacao,
foram feitos ensaios para a avaliacdo do eletrodo enzimatico através da sua

exposicao a diferentes concentracdes de sulfeto abidtico, que resultaram em uma
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curva de calibracdo. Também foi realizado um ensaio com sulfeto proveniente da
atividade das BRS.

Qi, Zhang e Wan propuseram, em 2014, um biossensor microbiano
amperométrico baseado em células de Thiobacillus thioparus para deteccdo de
sulfeto e posterior aplicacdo na deteccdo de bactérias redutoras de sulfato (BRS).
Foi utilizado um eletrodo de carbono vitreo, onde as células de T. thioparus foram
imobilizadas. Ensaios de otimizacdo de pH e concentracdo de células bacterianas
foram feitos. O pH 6timo foi de 7,4 e a concentracdo 6tima de T. thioparus foi de 1,0
x 10" UFC/mL. Também foram feitas andlises de interferentes e, para os ions
testados, o Unico que apresentou interferéncia foi a cisteina, porém somente quando

sua concentragao foi 10 vezes maior que a de sulfeto.

2.6 Sulfeto

O sulfeto é uma forma reduzida do enxofre, que pode estar ligada a varios
elementos quimicos, porém o mais comum € o sulfeto de hidrogénio (H,S), também
denominado gas sulfidrico. Este, por sua vez, € um gas incolor de odor
desagradavel caracteristico (“cheiro de ovo podre”), extremamente toxico e corrosivo
(MAINIER, SANDRES & TAVARES, 2007).

O H,S pode ser originado por processos naturais ou industriais. Na natureza,
ele é formado entre os gases vulcanicos e como um produto de processos
bacterianos (MAINIER & ROCHA, 2003). No entanto, na maioria das vezes, a
producdo de H,S é associada ao tratamento de alguns efluentes industriais e aos
campos de petrdleo, gas natural e refinarias (SANDRES & MAINIER, 2009).

Dentre os mecanismos descritos na literatura para geracdo do H»S nos
campos de petroleo e gas natural destaca-se o bacteriano (MAINIER & VIOLA,
2005). Este mecanismo é dependente de uma fonte de enxofre, como, por exemplo,
sulfatos soltveis (SO42) em sedimentos marinhos (MAINIER & VIOLA, 2005). No
caso das bactérias redutoras de sulfato (BRS), alguns parametros como pH,
presenca de matéria organica, salinidade, temperatura e auséncia de oxigénio sao
fundamentais no processo de geragdo de H,S, conforme mostra a Equacdo 4
(MAINIER & VIOLA, 2005).
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2CH,0 + SO,2 B _, H,S +2HCO;4 (4)

Em baixas concentracfes, o H»S pode causar danos a saude humana, como
dor de cabeca, problemas nos olhos e dificuldades respiratérias, enquanto uma
exposicdo a concentracdes de 600 mg/L pode levar a morte em menos de 15
minutos (REDONDO et al.,, 2008; DURSUN, 2006). Os riscos associados a
toxicidade do sulfeto de hidrogénio sdo avaliados através de limites de exposicéo
TWA (Time Weighted Average), ou seja, para uma exposi¢do diaria de 8 horas, a
concentracdo média ndo deve ultrapassar 10 mg/L (ROCHA, 2006). As
caracteristicas toxicas do H,S estimulam o desenvolvimento de técnicas para sua

quantificacao.

2.6.1 Métodos analiticos para quantificacdo de sulfeto

Os métodos analiticos para quantificacdo de sulfeto descritos na literatura
sdo inomeros, envolvendo espectrofotometria (GUENTHER et al., 2001),
cromatografia (HOWARD & YEH, 1998), potenciometria (HASSAN et al., 2002),
entre outros. Estes métodos diferem entre si em funcdo da precisdo, custo e
disponibilidade de equipamentos para a analise. Dentre eles, destacam-se 0 método
espectrofotométrico com azul de metileno; o método potenciométrico com a
utilizacdo de um eletrodo ion seletivo para sulfeto; e a iodometria. Este dltimo foi
utiizado neste trabalho como método comparativo e como forma de padronizar as

solugBes de H,S preparadas.

A iodometria € um método indireto de determinacdo de sulfeto, no qual se
faz uma titulagdo envolvendo iodo e tiossulfato de sédio. O fon tiossulfato (S,032) é
um agente redutor moderadamente forte e na presenca de iodo, ele é oxidado para
formar tetrationato (S4O¢2), de acordo com a Equacdo 5 (SKOOG et al., 2006).

25,052 <«——> S,02+2e (5)

O indicador usado nestas titulacbes é uma solucdo de amido 1%, que, ao
reagir com o iodo, desenvolve uma cor azul gracas a absorcao do iodo pela cadeia

helicoidal B-amilose, um constituinte macromolecular da maioria dos amidos. O
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amido se decompde irreversivelmente em solu¢cées com elevadas concentragcdes de
iodo, portanto, na titulacdo de solucbes de iodo com ions tiossulfato, a adi¢cdo do
indicador € adiada até que a cor da solucdo mude de vermelho para amarelo
(SKOOG etal., 2006).

A determinacdo de H,S por este método se da indiretamente pela reacéo
que este composto faz com o iodo (Equacdo 6). E necessario fazer um branco
utilizando agua destilada, pois o calculo da concentracdo de sulfeto se da pela
diferenca entre o volume gasto na titulacdo do branco e volume gasto na titulagcdo da

solucédo de H,S.

HoS +1l; <——> S +2H" +25 (6)

2.6.2 Estado da arte: Biossensores para sulfeto

Os biossensores surgem como ferramenta analitica alternativa devido a
simplicidade de seu uso, e, principalmente, seu baixo custo (URSULA & ANTHONY,
2000; CHEN etal., 2012).

Alguns estudos para desenvolvimento de biossensores para H»S séo
baseados em seu carater inibitorio da atividade de algumas enzimas, uma vez que é
esperado que a porcentagem de inibicdo enzimatica seja proporcional a
concentracdo de sulfeto presente na amostra (LAWRENCE et al.,, 2003). Os
biossensores descritos na literatura com esta metodologia usam técnicas de
transducédo tanto amperométricas quanto opticas.

Uma das enzimas que tem sua atividade inibida pelo sulfeto € a peroxidase,
gue na presenca de peréxido de hidrogénio (H»0;), transforma o composto pirogalol
em uma substancia de cor laranja cuja absorbancia € lida a 420 nm. Quando uma
solucéo de sulfeto é adicionada, a intensidade da cor formada varia de acordo com a
concentracdo desta solugdo. Assim, os valores de absorbancia variam de acordo
com a concentracdo de sulfeto presente na amostra a ser quantificada, sendo
possivel fazer seu monitoramento através de um biossensor (GHADIRI et al., 2013).

Quanto mais concentrada for a solucdo de H,S, maior o carater inibitério deste sobre
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a enzima, podendo ser obtida uma relagcao linear entre a porcentagem de inibicéo e
a concentracao de sulfeto presente na amostra (GHOUS & TOWNSHEND, 1998).

Baseados na técnica amperométrica, Poor et al. (2014) desenvolveram um
biossensor para sulfeto através da imobilizacdo da enzima ascorbato oxidase na
superficie de uma membrana de nylon, utilizando um eletrodo de oxigénio do tipo
Clark como elemento transdutor. Esta enzima catalisa a oxidacao do &cido ascérbico
através da reducéo do oxigénio molecular. Logo, o uso de um eletrodo de oxigénio,
pode medir a reducdo na concentracdo de O, dissolvido e esta por sua vez €
relacionada a concentracao de sulfeto presente no meio.

Além da utilizacdo de enzimas como biocomponente de biossensores para
sulfeto, podemos destacar os microrganismos, que possuem a vantagem de ter um
custo menor. Mirzaei et al., em 2014, estudaram a elaboracdo de um biossensor
microbiano para deteccdo de sulfeto de hidrogénio a partir da imobilizacdo de
Thiobacillus thioparus em uma matriz de &lcool polivinilico, utilizando um eletrodo de
oxigénio como elemento transdutor. Esta bactéria é capaz de oxidar o sulfeto na
presenca de oxigénio, em valores de pH entre 5 e 7. Assim, 0 consumo de oxigénio
pode ser monitorado e relacionado a concentracdo de H,S presente na amostra
analisada. Ebrahimi et al. (2014) utilizaram o mesmo componente biolégico em seu
trabalho para a construcdo de um biossensor potenciométrico para deteccdo de
sulfeto de hidrogénio baseados na reacdo de oxidacdo do sulfeto por este
microrganismo, que tem como produto final o acido sulftrico, sendo a variacdo de
potencial, gerada pela formacdo de ions em solugcdo, monitorada a partir de um
potencidmetro e relacionada a concentracdo de sulfeto de hidrogénio presente na

amostra.

2.7 Bactérias Oxidantes de Enxofre (BOE)

O componente bioldgico escolhido para a construgéo do biossensor proposto
neste trabalho foi a espécie Acidithiobacillus thiooxidans, pertencente ao grupo das
bactérias oxidantes de enxofre. Este grupo compreende diferentes espécies que se
apresentam diferentes morfologias, crescem em uma ampla faixa de pH, variando de
0,5 a 10,5, e obtém energia a partir de metabolismos diversos (WAKSMAN &
STARKEY, 1922). Com base no metabolismo, elas podem ser divididas em: a)

quimiolitotréficas obrigatdrias; b) guimiolitotréficas facultativas; C)
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quimiolitoheterotréficas; d) quimioorganoheterotréficos; e) fototréficas (TANG,
BASKARAN & NEMATI; 2009).

Devido a sua habilidade de obter energia a partir da oxidacdo de compostos
de enxofre reduzidos, e, em alguns casos, enxofre elementar (TANG, BASKARAN &
NEMATI; 2009), as bactérias oxidantes de enxofre tém sido empregadas em
sistemas de biofiltracdo de H,S, especialmente os géneros Thiobacillus e
Acidithiobacillus, eficiente em meios aerébios em uma ampla faixa de pH, variando
da neutralidade a pHigual a 2 (CHAIPRAPAT, 2011; CHUNG, 1996; 1997).

2.7.1 O género Thiobacillus

Em 1932, o género Thiobacillus foi apontado por Waksman como o grupo de
microrganismos mais encontrados no solo, responsaveis pela oxidacdo de
compostos de enxofre (WAKSMAN, 1932).

Em 2000, a partir da utiizacdo de técnicas de amplificacdo e
sequenciamento do gene rRNA 16S e andlises baseadas na hibridizacdo DNA-DNA
foi proposta uma reclassificacdo das 17 espécies do género Thiobacillus (KELLY &
WOOD, 2000). A nova classificacdo propbés a criacdo de trés novos géneros
(Acidithiobacillus, Halothiobacillus e Thermithiobacillus), além da reclassificacdo de
outras espécies em géneros jA existentes. As bactérias T. thiooxidans e T.
ferrooxidans passaram a se chamar Acidithiobacillus thiooxidans e Acidithiobacillus
ferrooxidans e a T. novellus passou a ser Starkeya novella (ROBERTSON &
KUENEN, 2006).

Os géneros Acidithiobacillus e Thiobacillus sdo compostos por bactérias
incolores, aerdbicas e quimiolitotréficas obrigatorias, as quais obtém energia a partir
da oxidacdo de compostos inorganicos de enxofre reduzido ou parcialmente
oxidados, ou, at¢ mesmo, enxofre elementar (WAKSMAN & STARKEY, 1923). O
processo bioquimico de producdo de acido sulfurico a partir de espécies sulfuradas
reduzidas ou parcialmente oxidadas como fonte de elétrons € limitado pela
quantidade de oxigénio disponivel (MONTEBELLO, 2010).

Dentre as espécies destes géneros, duas se destacam na aplicacdo em
biossensores para sulfeto, A. thiooxidans, que foi objeto de estudo deste trabalho e
sera descrito com mais detalhes no préximo tépico, e Thiobacillus thioparus, que &

capaz de utilizar enxofre, H,S, tiossulfato e tetrationato como espécies doadoras de
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elétrons em seu metabolismo, gerando sulfato, enxofre e ions H* como produtos
finais de oxidagcao (VISHNIAC, 1952; CACERES et al.,, 2010; EBRAHIMI et al.,
2014). A principal diferenca entre A. thiooxidans e T. thioparus é o pH o6timo de
crescimento. Enquanto que A. thiooxidans tem a capacidade de adaptacdo a um
meio extremamente acido, T. thioparus se desenvolve melhor em meios neutros,

sendo este Ultimo presente em solos alcalinos e neutros (STARKEY, 1989).

2.7.1.1 Acidithiobacillus thiooxidans

Esta espécie foi isolada pela primeira vez por Waksman e Joffe em 1921. As
células se apresentam como bastbes curtos com extremidades arredondadas,
apresentando de 1-3 ym de comprimento e 0,5 pym de largura e possuem a
capacidade de oxidar o enxofre elementar quantitativamente, formando acido
sulfarico. Atuam também, mas em menor grau, nos sulfetos, oxidando-os a sulfatos
(WAKSMAN & STARKEY,1922). A metabolizacdo de sulfetos ocorre somente para
concentracfes abaixo de 200 mg/L; acima desta concentracdo, A. thiooxidans tem
seu metabolismo inibido (GENTIL, 2011).

Acidithiobacillus thiooxidans € comumente encontrada em solos, fazendo
parte da biomassa microbiana que oxida o enxofre e seus compostos reduzidos a
sulfato, tornando este disponivel para ser absorvido por raizes de plantas
(MAHENDRA, 1988). Assim, uma das aplicagbes tecnoldgicas desta espécie
bacteriana descrita na literatura € como fertilizantes. Em 1975, Swaby desenvolveu
um fertilizante chamado Biosuper através da inoculagdo de A. thiooxidans com
rochas fosfaticas e enxofre elementar na forma de pellets de 2-4 mm.

Devido a sua habilidade na oxidacdo de compostos de enxofre e na
adaptacdo a meios com pH baixos, A. thiooxidans tem sido explorado no
desenvolvimento de biossensores para a deteccdo de sulfeto de hidrogénio. Sua
atividade metabdlica na presenca de compostos de enxofre gera sulfato, que em
meio aquoso, resulta na formacao de acido sulfarico (H2SO4), diminuindo o pH do

meio.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecédo do biocomponente

O biocomponente do biossensor foi escolhido através de pesquisa na
literatura, com base no analito a ser reconhecido. Uma das formas de detectar a
biocorrosdo é atravées dos metabolitos gerados pelos microrganismos que fazem
parte do consércio microbiano do biofilme. Segundo Hamilton (1958), embora muitos
microrganismos, principalmente bactérias, possam participar dos processos de
corrosao, 0s principais causadores sado as bactérias redutoras de sulfato (BRS).
Assim, 0 analito de interesse do biossensor proposto é o sulfeto que elas produzem
através da reducdo do sulfato. Logo, o biocomponente selecionado foi a cultura
Acidithiobacillus thiooxidans, visto que ela oxida o sulfeto a sulfato, sendo este

possivel de ser determinado por potenciometria.

A cepa utilizada neste trabalho foi Acidithiobacillus thiooxidans FGO1,
gentiimente doada pelo Centro de Tecnologia Mineral (CETEM) pelo PhD Luis
Gonzaga dos Santos Sobral. Esta cepa foi isolada a partir de um efluente acido de

uma mina de uranio por Oswaldo Garcia Jr. em 1991.

3.1.1 CondigOes de cultivo e curva de crescimento

As condicbes de cultivo de Acidithiobacillus thiooxidans foram
determinadas conforme a maioria dos trabalhos encontrados na literatura que
utilizam uma disperséo celular de 10%vV/v. Assim, para um volume final de in6culo de
100 mL foram adicionados 10 mL de células e 90 mL de meio.

O meio de cultura utilizado no crescimento foi o indicado pela American
Type Culture Collection (ATCC), cuja composi¢cao se encontra no Quadro 2. Ao meio

de cultura, foram adicionados 10 g/L de enxofre elementar como fonte de energia.



24

Quadro 2: Composicdo do meio de cultura ATCC

Meio ATCC
Componente Conc(g?l_t;agao
(NH4)2S0Oq4 0,200
MgS0O,4.7H,0 0,500
CaCl, 0,250
KH,PO4 3,000
FeSO, 0,005

Fonte:www.atcc.org

A curva de crescimento de Acidithiobacillus thiooxidans foi feita para garantir
gue a sua utilizacdo no biossensor fosse na fase exponencial do seu crescimento,
em funcdo de sua alta atividade metabdlica nesta etapa. Assim, ap0s o preparo do
inoculo, o pH foi ajustado a 3,0 com solugdo de NaOH 1M, o enxofre foi adicionado e
o frasco Erlenmeyer colocado em agitador sob agitacédo a 150 rpm e temperatura de
30°C e o crescimento foi acompanhado diariamente por turbidimetria através de
medidas espectofotométricas de absorbancia a 620 nm. Os valores de pH também

foram medidos diariamente com auxilio de um pHmetro.

3.1.2 Crescimento em diferentes valores de pH

Segundo Lima (1996) e Thomas (2004), na industria de Oleo e gas, a
corrosao se da principalmente quando ha contato do metal com a 4gua associada ao
petroleo (agua de producdo). Esta agua, assim como o petroleo, apresenta
composicfes e propriedades variadas dependendo das caracteristicas e
profundidade do campo produtor. O Quadro 3 apresenta valores de pH da agua de
producao. O crescimento de A. thiooxidans foi avaliado em distintos valores de pH
(4,0; 5,0 e 6,0), que foram ajustados apds o0 preparo do inéculo com solugcéo de
NaOH 1M.
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Quadro 3: Faixas de pH da agua de producédo

Fonte pH Meio
USEPA, 2000 3,1-6,47 Gas
USEPA, 2000 52-7,4 Oleo
You & Wang, 2011 6,5 Oleo
Ahmadun etal., 2009 | 4,3-10 Oleo
Carvalho, 2011 7,4 Oleo
Dong et al., 2011 6,4-6,7 Oleo

Fonte: Adaptado de SILVA, 2013.

3.1.3 Crescimento em meio contendo hidrocarboneto

O biossensor proposto no presente trabalho tem sua aplicagdo na
industria de Oleo e gas, portanto, para verificar a viabilidade desta aplicacéo, foram
realizados testes de crescimento do biocomponente em meio contendo diferentes
concentracbes de hidrocarboneto (naftaleno), frente ao carater toxico que este
componente pode apresentar, levando a inibicdo do crescimento microbiano. As
concentracOes testadas foram escolhidas de acordo com a composicao variada em
termos de carbono organico total (COT) da agua produzida, apresentada no Quadro
4. Assim, apos o ajuste de pH a 3,0 com solucdo de NaOH 1M e adicéo de enxofre,
foi adicionado naftaleno ao inéculo nas concentra¢gBes finais de: 800 mg/L, 1000

mg/L, 1500 mg/L e 2000 mg/L.

Quadro 4: COT em agua produzida

coT .
Fonte (mg/L) Meio
Ahmadun et al., 2009 | 0-1500 Oleo
Campos et al., 2002 386 Oleo
Dong et al., 2011 82-89 Oleo
Altare et al., 2007 1000 Oleo
Ranck et al., 2005 1000 Gas

Fonte: Adaptado de SILVA, 2013.
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3.1.4 Peso seco

O método utilizado para a construcéo da curva de peso seco foi baseado na
centrifugacdo da cultura apés 10 dias de crescimento, a 500 rpm por 1 mine 30 s
para remocao do enxofre. O sobrenadante foi centrifugado por 25 min a 10.000 rpm.
O precipitado foi lavado com 10 mL de solugao de NaCl 0,85%m/v e ressuspendido
em 30mL de 4gua. Um volume de 10 mL dessa suspenséo foi filtrado a vacuo em
membrana de acetato de celulose de porosidade 0,45 um e as células foram entédo
pesadas em uma balanca que elimina a umidade da amostra através de uma
lampada de infravermelho (Balanca AG 200, IV2000). A concentracdo celular foi

obtida dividindo-se a massa pesada pelo volume filtrado.

A curva de peso seco foi construida plotando-se os valores de distintas
concentragdes, obtidas a partir de diluices da solucao original, versus os valores de

absorbancia no comprimento de onda de 620 nm, determinados para cada diluig&o.

3.2 Selecéo do transdutor

O transdutor de um biossensor deve ser escolhido de maneira que o
composto gerado apos a reacao do biocomponente com o analito de interesse possa
ser reconhecido por ele, gerando um sinal capaz de ser medido. Neste trabalho, o
composto a ser reconhecido é o ion sulfato produzido através da oxidacao do sulfeto
pela bactéria A. thiooxidans. Neste contexto, utilizou-se um transdutor

potenciométrico, o qual monitora atividades iénicas em solucéo.

3.3 Quantificagcao de sulfeto por iodometria

As solugcbes de H,S foram preparadas a partir da dissolucdo de massa
apropriada de sulfeto de hidrogénio respeitando as proporcdes estequiométricas da

Equacéo 7 e padronizadas por iodometria.

Na,S + 2H,0 — 2NaOH + H,S @)
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O método de quantificacdo consistiu na adicdo de solucao de iodo em um
frasco Erlenmeyer e posterior adicdo da solugdo de HS a ser quantificada.
Prosseguiu-se, entdo, com a titulagdo com solucdo padronizada de tiossulfato de
sbdio até que a solugdo no frasco Erlenmeyer ficasse amarela claro. Adicionou-se o
indicador (solucdo de amido 1%), tornando a solucdo azul. Prosseguiu-se com a
titulacdo até que a solucdo se tornasse transparente e o volume gasto foi anotado.
Além disso, também foi feito um branco utilizando agua destilada no lugar da
solucdo de H,S. Todas as titulagbes foram feitas em triplicata e o célculo da
concentracdo de H,S se deu pela Equacao 8.

Conc HoS [ppm] = M (S203) XV (S203) [mL] x MM x 500
V [mL] (8)

Onde:

M(S203) [molll] = Molaridade da solucdo de tiossulfato (determinada por
padronizagdo com dicromato de potassio);

V(S203) [mL] = Diferenca entre o volume gasto na titulacgdo do branco (agua
destilada) e o volume gasto na titulacdo da solucdo de H5S;

MM [g/mol] = Massa molar do HS;

V [mL] = Volume da amostra titulada.

3.3.1 Preparo de solucdes

3.3.1.1 Solucéo 0,016M de Na,S,03

Para preparar a solucdo de tiossulfato de sédio 0,016M, 3,9998 g de
Na,S,03.5H,0O foram diluidos em 1 litro de agua. Para aumentar o tempo de

estabilidade da solugéo, adicionou-se 0,1 g de carbonato de sadio.

3.3.1.2 Solugéo de I,

A solucéo de I, foi preparada através da diluicdo de 0,1018 g de , em 20

OmL de solucdo aquosa de iodeto de potassio. A velocidade de dissolucdo do iodo
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em agua € muito baixa, por isso, é recomendado dissolver o iodo em um pequeno

volume de solucdo concentrada de Kle, entdo, proceder a diluigdo com agua.

3.3.1.3 Solugdo de Amido 1%

A solucédo de amido foi preparada adicionando-se 1 g de amido em 100 mL
de agua destilada fervida, sob agitacdo. Devido a sua rapida degradacdo, uma nova
solucéo teve que ser preparada sempre que o intervalo de uso fosse maior que uma

semana.

3.3.2 Padronizacdo da solucéo de tiossulfato de sodio

A padronizagéo da solugdo de tiossulfato de sédio foi feita a partir do padréo
primario dicromato de potassio de acordo com a estequiometria das equacdes 9 e
10. Assim, foram pesadas 0,0057 g de dicromato de potassio (K2.Cr,O;) seco em
estufa por 3 horas. Essa massa foi dissolvida em 50 mL de agua. Foram adicionados
0,5108 g de Kl e 5 mL de HCI concentrado. Esta solucédo foi titulada com a solugéao
de tiossulfato de soédio, agitando sempre, até que a cor castanha se tornasse
amarela clara. Nesta etapa, 1mL de indicador (amido 1%m/v) foi adicionado,

tornando a cor azul. A titulacdo foi continuada até a cor azul desaparecer.
Cr,072+ 61t + 14H™> 2Cr® + 31, + 7 H,O 9)

b + 25,032 2I + S40672 (10)

3.4 Bactérias redutoras de sulfato - producéo de H,S biogénico

Neste trabalho, foram utilizados consorcios microbianos enriquecidos com
bactérias redutoras de sulfato provenientes da agua do mar. As culturas foram
mantidas em meio Postgate E (POSTGATE, 1984), modificado, cuja composicao &

mostrada na Quadro 5.
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Quadro 5: Meio Postgate E modificado

Meio Postgate (1L)
Componente Quantidade
KH2PO4 0,59
NH,CI 10g
Na,SO4 1,0 g
CaCl,.7H,O 0,67 g
MgCl,.6H,O 1,689
Extrato de levedura 109
Acido ascorbico 01lg
Agar 19¢g
NaCl 9¢g
Lactato de sodio 7mL
Resazurina (0,025%) 4mL
FeS0,4.7H,0 0,59

Fonte: POSTGATE, 1984.

O meio foi preparado pela adicdo dos componentes descritos na tabela 5
e seu pH foi ajustado a 7,6 com solugdo de NaOH 0,1M. Para garantir a condicéo de
anaerobiose, o meio foi purgado com N; e distribuido em frascos tipo penicilina
vedados com rolhas de borracha e lacres metalicos. Em seguida, os fracos com
meio foram autoclavados a latm por 20 min. Prosseguiu-se entdo a inoculagcéo dos
meios com 10%(v/v) da cultura, sendo os frascos a seguir incubados em estufa
bacteriolégica a 30°C.

O crescimento celular foi observado através da mudanca de cor do meio
de incolor/ligeiramente rosa para preto, devido a formacéo de precipitado de sulfeto
de ferro, resultado da reacdo do ferro constituinte do meio com H,S gerado pela
atividade metabdlica das BRS.

Apos um periodo de incubacédo de 10 dias, a cultura foi quantificada pela
técnica do nimero mais provavel (NMP) e a concentracdo de sulfeto produzido foi
determinada por iodometria e pelo biossensor proposto neste trabalho. O mesmo foi

realizado apds mais 11 dias de incubacéo (totalizando 21 dias de crescimento).
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3.4.1 Quantificacdo por NUmero Mais Provavel (NMP)

A quantificacdo celular das BRS foi feita a partir de diluicdes seriadas (10 a
10®) em solugéio redutora. Para tanto, aliquotas de 1 mL de cada diluicdo foram
semeadas em 9 mL de meio Postgate E em frascos tipo penicilina, em triplicata, que
a seguir foram incubados em estufa bacteriolégica a 30°C por 21 e 28 dias. Para
cada periodo de incubacdo foi feita a leitura, considerando positivos os frascos
apresentando enegrecimento do cultivo, e negativos aqueles que nao apresentaram
variacdo do aspecto em comparacdo ao meio original. Determinados 0s casos
positivos e negativos foram feitos os célculos com base na Tabela de NMP (Anexo

1) levando em conta a diluicéo, e os resultados expressos em NMP/mL.

3.5 Ensaios com o biossensor

3.5.1 Preparo do biocomponente

O preparo das suspensdes celulares utilizadas no biossensor consistiu na
centrifugacéo do meio a 500 rpm por 1min e 30 s para remocgéo do enxofre, seguida
da centrifugacdo do sobrenadante a 10.000 rpm por 25 min para a precipitacao de
células, que foram ressuspensas em um primeiro momento em meio ATCC e,
posteriormente, em &agua destilada, apés a observacdo de que o meio poderia
interferir no resultado obtido no biossensor. As células foram preparadas de duas
formas: primeiramente, o procedimento descrito anteriormente foi realizado apds 6
dias de crescimento e as células utilizadas no biossensor neste mesmo dia; e,
posteriormente, as células com 6 dias de crescimento foram preparadas e deixadas

até o dia seguinte para a ressuspensao e utilizacdo no biossensor.

3.5.2 Curva de calibracao a partir de sulfeto inorganico

Nos testes do sistema biossensor, 15mL das suspensdes celulares
preparadas de acordo com o item 3.5.1 foram adicionados a um Frasco Erlenmeyer

de 125 mL. Depois, adicionou-se 25 mL de solugdo de H,S, em concentracao
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determinada através de iodometria (procedimento descrito no item 3.3). O eletrodo
de pH foi colocado no sistema, o pH foi ajustado para 3,0 com solugdo de NaOH 1M
e o0 Frasco Erlenmeyer foi parcialmente fechado com gaze para minimizar a perda
de H,S. Os testes foram feitos sob agitacéo para facilitar a dissolugédo do oxigénio no
meio liquido. Os testes foram realizados para concentracbes de 10, 30, 50 e 100
mg/L de sulfeto, além do branco (sem sulfeto). As concentracfes celulares utilizadas
nestes testes foram de 0,65 g/L (DOs2onm=1) e 1,45g/L (DOs20nm=2,2), sendo
determinadas a partir da curva de peso seco. As medidas de potencial foram
acompanhadas a cada 10 minutos durante 180 minutos. O mesmo procedimento foi
realizado, alterando o valor do pH inicial da reacdo para 1,0 com o intuito de verificar
a influéncia do pH inicial na resposta do sistema. Além do branco sem sulfeto, foi
realizado outro branco sem células na concentragdo de sulfeto igual a 30 mg/L para
verificar a influéncia do H,S na resposta do biossensor, a fim de garantir que a

variacao do potencial medido era devida ao metabolismo celular do A. thiooxidans.

3.5.3 Testes com sulfeto biogénico

Os testes com o0 H,S produzido pelas BRS, obtido de acordo com o item 3.4,
seguiram o mesmo procedimento do item 3.5.2, alterando somente a solugdo de
sulfeto inorganico pelo sulfeto produzido pelas BRS. A concentracdo de sulfeto
produzido pelas BRS também foi determinada previamente por iodometria

(procedimento descrito no item 3.3).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Curvade crescimento de Acidithiobacillus thiooxidans

4.1.1 Perfil de crescimento

O perfil de crescimento da cepa Acidithiobacillus thiooxidans FGO1 em meio
ATCC é apresentado no Grafico 1. Pode-se notar uma fase lag com duracéo de trés
dias, seguindo-se a fase exponencial de crescimento até o sétimo dia. Apds esse
periodo, observa-se nas curvas um patamar (fase estacionaria) seguido de um

ligeiro decaimento.
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Grafico 1 — Curva de crescimento do A. thiooxidans (resultados de trés réplicas)
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Para a utilizacdo deste microrganismo como biocomponente do biossensor

proposto neste trabalho, € necesséaria um alta concentracdo de células ativas, logo,

escolheu-se o tempo de crescimento de 6 dias para coleta da suspensao celular a

ser utilizada como in6culo.

Além da analise por turbidimetria para o acompanhamento do crescimento,

também foram feitas medidas diarias do pH, cujo resultado é apresentado no Gréafico

2.
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Grafico 2 — Medidas de pH ao longo do crescimento microbiano (resultados de trés
réplicas)
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Pode-se notar que a diminuicdo do pH resultante da oxidacdo do enxofre por
A. thiooxidans ndo esta atrelada ao seu crescimento, pois nos primeiros dias ja se
observa uma diminuicdo do pH embora a concentracdo celular tenha se mantido
inalterada. Este resultado corrobora com o trabalho de Lee (2006) que observou
uma reducdo no pH no meio de crescimento logo nos primeiros dias de cultivo e

chegou a conclusdo de que esta reducdo ndo € associada ao crescimento

microbiano.

4.1.2 Perfil de crescimento em diferentes valores de pH

O biossensor proposto neste trabalho tem sua aplicagdo na industria de
petroleo, onde a corroséo se da principalmente devido a agua produzida associada
ao Oleo, a qual pode apresentar caracteristicas fisico-quimicas variadas. Nesse
contexto, o crescimento de A. thiooxidans foi avaliado em diferentes valores de pH
inicial de acordo com os valores de pH da agua produzida encontrados na literatura
e as curvas obtidas sdo apresentadas no Grafico 3. Os resultados obtidos
corroboram com o fato de A. thiooxidans ser um microrganismo acidofilo, pois seu

crescimento diminui de acordo com o0 aumento do pH, ndo havendo crescimento em
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pH proximo a neutralidade. Observando o Grafico 3, podemos notar que houve
crescimento nos valores de pH 3, 4 e 5, porém em pH 6, A. thiooxidans néo
apresentou crescimento significativo, confirmando o que foi estabelecido por Knaysi
jA em 1943. Em seu trabalho, o autor destacou tanto a habilidade de crescimento

deste microrganismo em pH 1, quanto a inibicdo de seu crescimento em pH = 6.

Grafico 3 — Influéncia do pH no crescimento de A. thiooxidans
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4.1.3 Perfil de crescimento na presenca de hidrocarboneto

Além de diferentes caracteristicas fisico-quimicas, a agua produzida também
possui composicao variada, apresentando diferentes teores de hidrocarbonetos
dependendo da formacg&o geoldgica e da localizacdo geografica do reservatorio, e
sobretudo, da etapa de separacdo Oleo/dgua. Assim, o crescimento de A.
thiooxidans também foi avaliado em meio contendo o hidrocarboneto naftaleno, uma
vez que esta classe de substancias pode apresentar toxicidade, inibindo seu

crescimento. As curvas obtidas encontram-se no Grafico 4.



35

Grafico 4 — Influéncia da concentracéo de hidrocarboneto no crescimento do A.
thiooxidans
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Analisando os resultados, para as concentracdes de naftaleno analisadas
observa-se que A. thiooxidans foi capaz de crescer, em meios com até 1000 mg/L
do hidrocarboneto, havendo inibicdo do seu crescimento a partir de 1500 mg/L. Nao
foram encontrados na literatura trabalhos que avaliassem a influéncia de
hidrocarbonetos no crescimento de A. thiooxidans, porém, Waksman e Starkey, em
1922, apontaram que o0 crescimento deste microrganismo ndo € prejudicado pela
presenca de matéria organica e bicarbonatos, apesar dele ser quimiolitotrofico. No
entanto, pode-se verificar no Grafico 4 que o crescimento acontece mais lentamente
na presenca destes compostos, mostrando ser necessario um periodo para a

adaptacéo do microrganismo.

4.2 Peso seco

Para ser utilizada no biossensor, é importante que a dispersdo celular tenha
concentracdo conhecida. Assim, uma curva de concentragdo versus absorbancia foi

obtida, conforme apresentado no Grafico 5. Sendo possivel, através da equacao da
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reta (Equacédo 3), correlacionar a leitura da absorbancia a 620 nm com a

concentracéo celular, expressa em g/L.

Grafico 5 — Curva de peso seco de A. thiooxidans
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A equacao descrita acima foi utilizada em todos 0s experimentos posteriores
para determinagdo da concentracdo celular através dos valores de absorbancia lidos
em espectrofotbmetro. De acordo com esta equacdo, uma densidade optica (DOg20)
igual a 1, corresponde a uma concentragao celular de 0,65 g/L. Este valor se mostra
coerente se comparado ao resultado obtido por Lee et al. (2006), que, utilizando
como fonte de energia enxofre elementar, encontraram para a mesma densidade
Optica, porém para outra cepa de A. thiooxidans, uma concentracdo em torno de 0,5
g/L.
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4.3 Testes com o sistema do biossensor
4.3.1 Condicdes do sistema: Tempo reacional e preparo das células

A) Preparo das células e das solu¢gdes de H,S em meio

Inicialmente, as células obtidas do meio de crescimento apds 6 dias de
cultivo foram ressuspensas em meio ATCC e utilizadas no biossensor no mesmo
dia, de acordo com o método descrito no item 3.6.1. Posteriormente, fez-se uma
analise para verificar a influéncia de retirar as células do meio de crescimento apds 6
dias de cultivo, centrifuga-las e deixa-las até o dia seguinte para entdo ressuspendé-
las e utilizd-las no biossensor proposto. Os resultados da diferenca no tempo de
utilizacdo das células sdo apresentados no Grafico 6. As solucbes de HS,

inicialmente, também foram feitas em meio ATCC e, posteriormente, em agua.

Grafico 6 - Diferentes tempos de preparo das células (resultado em 180 min de

reacao)
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Observando o Gréfico 6, verifica-se que as células que ficaram por um
periodo fora das condicbes 6Otimas de crescimento geraram maiores resultados de
variacao de potencial, pois este periodo de caréncia nutricional (estarvacao) fez com
gue o metabolismo delas se acelerasse quando em condicbes adequadas

novamente.
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B)Tempo reacional

Biossensores microbianos normalmente apresentam um tempo de resposta
maior que de outros instrumentos, pois ha necessidade de um tempo de contato
entre o biocomponente e o analito de interesse. Apesar disso, quanto menor for seu
tempo de resposta, melhor serd o instrumento, pois permitira a realizacdo de
diversas analises em um curto espaco de tempo. Assim, o tempo reacional foi
avaliado, fazendo o ensaio com o biossensor para diferentes concentracfes de
analito durante 180 min, de acordo com o procedimento descrito no item 3.5.2. O
resultado é apresentado no grafico 7, e o tempo reacional escolhido foi de 140 min,

pois neste tempo todas as curvas ja haviam atingido o equilibrio.

Grafico 7 — Avaliacdo do tempo reacional para diferentes concentracdes de analito
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C)Repetibilidade

Com o tempo de resposta definido, a repetibilidade do sistema foi avaliada
fazendo-se trés ensaios para a avaliacdo da variagcdo da resposta do transdutor
seguindo o procedimento descrito no item 3.5.2. Os resultados sé&o apresentados no
Gréfico 8, onde verifica-se que preparando as células e as solugdes de H,S em meio
ATCC nédo houve repetibilidade. Observou-se que isso pode ter ocorrido devido aos
componentes do meio que poderiam ter precipitado sulfeto, dificultando o método da

titulacdo para determinacéo da concentracao e podendo ocasionar erros na medida.



39

A repetibilidade € uma caracteristica importante para um instrumento de
medicao, pois ela representa a sua capacidade em responder com o mesmo sinal
sempre que as condicdbes da amostra forem iguais. Desta forma, a suspensao
celular para aplicagcado no biossensor e a solugcdo de H,S passaram a ser preparadas
em agua destilada e foi verificado novamente o tempo reacional e a repetibilidade do

biossensor seguindo o procedimento descrito no item 3.5.2.

Grafico 8 — Andlise da repetibilidade dos dados para tempo de rea¢do de 140 min e
solucéo de células e H,S preparadas em meio ATCC
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Fazendo o preparo das células e das solucbes de H,S em &agua para
eliminar os interferentes presentes no meio ATCC, verifica-se através do Grafico 9
gue o tempo reacional permaneceu o0 mesmo (140 min), apesar da concentracao de
100mg/L ndo ter se mostrado estavel neste tempo, 0 que ndo limita sua inclusédo
para a construcdo da curva de calibracdo do biossensor, uma vez que este
instrumento pode ser usado mesmo em estado transiente (SCHELLER et al., 1985),
desde que a medida seja repetitiva, 0 que é mostrado na Tabela 1, onde é
apresentado os valores da variacdo de potencial obtidos em trés réplicas para a
concentracdo de 100mg/L no tempo de 140 min. O resultado se mostra repetitivo,

uma vez que o desvio padrdo calculado para as trés réplicas foi pequeno (0,47 mV).



Grafico 9 — Avaliacdo do tempo reacional para o biossensor usando

células e H,S preparadas em agua
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Ainda analisando o Gréafico 9, podemos concluir que quanto menor a

concentracdo de analito, mais rapido o sistema entra em equilibrio, pois quanto mais

substrato presente no meio com a mesma concentracao de células, mais tempo as

células vdo demorar para assimilar este substrato.

Tabela 1 - Variacdo de potencial obtidos em trés réplicas para a concentracao de

100mg/L no tempo de 140min

Réplica Réplica Réplica oy Desvio
1 2 3 Media Padrao

Potencial
(mV) 19 18 19 18,67 0,47

D)Experimento controle

Um experimento controle foi feito para verificar se o H,S poderia afetar o

potencial do biossensor mesmo na auséncia de microrganismos. Por isso, e com 0

intuito de confirmar que a resposta do biossensor foi resultado somente do

metabolismo do A. thiooxidans, foi feito um branco com uma solugcdo de H,S na
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concentragdo de 30mg/L com pH inicial igual a 3,0. O resultado deste ensaio €
mostrado no Grafico 10.

Gréfico 10 — Variacéo do potencial no tempo para um ensaio branco (sem células)

Variacao do potencial no tempo para uma solucao de H,S
30mg/Lcom pH ;;,=3,0
235,0
230,0
s
£ 2250 V+\
5 —
§ 220,0 v
16' r
o
215,0
210)0 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (min)

Verificou-se através do Grafico 10 que na auséncia do biocomponente, o
potencial medido diminuiu ao longo do tempo (APotencial=-2mV para t=140min).
Este resultado difere do encontrado por Ebrahimi et al. (2014), que realizando um
experimento semelhante a este, encontraram uma variacdo positiva de 6mV no
potencial medido para uma solucdo de H>S na concentracdo de 30mg/L. Esta
variacdo foi justificada como sendo resultado da conversdo do H,S a H" e HS'. A
variacado encontrada no presente trabalho pode néo ter sido positiva devido a perda
de H,S no sistema construido, evidenciando a necessidade da construcdo de um

sistema mais robusto para evitar esta perda e tornar as medidas mais confiaveis.

4.3.2 Influéncia da concentracéo celular e do pH inicial na resposta do
biossensor

Foi verificada a influéncia da concentracdo de células e do pH inicial de
reacao na resposta do biossensor. Foram testados os valores de pH 1,0 e 3,0 e as

concentracOes celulares de 1,45g/L e 0,65¢g/L, seguindo o procedimento descrito no
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item 3.5.2 e a curva do Gréafico 5, com concentracéo fixa de H,S de 30mg/L. Os

resultados séo apresentados no Grafico 11.

Grafico 11 — Influéncia da concentracdo de células e do pH inicial na resposta do
biossensor
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Pode-se observar que para a menor concentracdo de células testada
(0,65¢g/L), ndo h& estabilidade dentro do tempo reacional proposto (140min),
independente do valor do pH. Acredita-se que com menor quantidade de células, o
biossensor possa demorar mais tempo para estabilizar, logo, em um tempo reacional
maior que o utilizado, possivelmente havera uma resposta mais estavel para a
concentracdo de 0,65mg/L de células. Além disso, nos ensaios realizados com esta
concentracdo celular, observou-se uma diminui¢cdo nos valores de potencial obtidos,
diferentemente dos resultados dos ensaios com a concentracao celular de 1,45g/L, a
qual, conforme esperado, apresentou um aumento do potencial com o tempo. Este
resultado estd coerente com o obtido no experimento controle (sem células)
discutido no Grafico 10, uma vez que ambos apresentaram uma diminuicdo no

potencial caracterizada pela perda de H,S.

Ja para diferentes valores de pH, o maior valor testado (pH=3,0) gerou uma
maior variacdo no potencial, em fungdo do tempo reacional, o que o torna mais facil

de ser detectado quando comparadas as variacdes das demais concentracdes do



43

analito. Assim, os melhores resultados encontrados neste trabalho foram pH 3,0 e
concentracéo celular 1,45 g/L (DOs20nm=2,2) € a curva de calibragdo do instrumento

proposto foi elaborada a partir destes valores.

4.3.3 Elaboracéo da curva de calibracdo do biossensor

Segundo o INMETRO, a calibracdo de um instrumento de medicdo € o
conjunto de operacdes que estabelece, sob condi¢bes especificadas, a relagao entre
os valores indicados por ele e o0s valores correspondentes das grandezas
estabelecidas por padrbes. Uma curva de calibragdo mostra a resposta de um
método analitico para quantidades conhecidas de um determinado componente,
sendo feita a partir de solugdes padrao deste componente (SKOOG et al.,2006).

A curva de calibracdo de um biossensor é tracada a partir de um conjunto de
pontos obtidos experimentalmente observando o sinal do transdutor para uma
determinada concentracéo de analito. No presente trabalho, a curva de calibracédo foi
elaborada a partir da média da variagdo de potencial para o tempo de 140min obtida
de 3 ensaios para cada concentracdo de sulfeto testada (Omg/L; 10mg/L; 30mg/L;
50mg/L e 100mg/L) e seu perfil € mostrado no Grafico 12. E importante ressaltar
que, antes de serem usadas nos ensaios, as solucbes de sulfeto foram
padronizadas pelo método da iodometria, descrito no item 3.3.

Grafico 12 — Curva de calibracdo do biossensor proposto
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Analisando o Grafico 12, observa-se que a relacdo entre o potencial medido
pelo transdutor e a concentracao de sulfeto na solugdo padrao preparada € linear,
apresentando boa correlacdo entre os dados obtidos experimentalmente
(R*=0,9658), além de baixo desvio padrédo entre as réplicas de cada concentracio
analisada. A equacdo da reta apresentada neste grafico foi utilizada para o célculo
da concentracdo de sulfeto nas amostras de BRS que sera discutida no proximo
topico.

4.3.4 Testes com sulfeto biogénico

Apoés a curva de calibracdo elaborada, foram feitos testes com amostras de
BRS para a medida da concentracédo do sulfeto produzido por elas. Os testes foram
feitos para culturas de BRS apds 10 e 21 dias de incubacdo em pH=3,0 e
Cecelar=1,45 g/L e os resultados se encontram nos Graficos 13 e 14. O aumento do

potencial no tempo apresentado nesses graficos indica a metabolizacdo do sulfeto -
produzido pelas BRS - pelo A. thiooxidans.

Gréfico 13 — Variacdo de potencial em amostras de BRS ap06s 10 dias de incubacao
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Grafico 14 — Variacao de potencial em amostras de BRS apo6s 21 dias de incubacao
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As BRS apos 10 e 21 dias de incubacao foram diluidas dez vezes e o sulfeto
produzido por elas foi quantificado de duas formas: primeiramente, a concentragao
de sulfeto foi determinada pelo método da iodometria e depois foi realizado o ensaio
no biossensor proposto neste trabalho. Os resultados das duas técnicas utilizadas

encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2: Valores obtidos para a concentracéo do sulfeto produzido pelas BRS

lodometria Biossensor

Periodo de incubacgao
(dias) 10 21 10 21

Concentracéo de sulfeto

(mg/L) 133,33 195,8 146,6 2112

Erro (comparativo) - 10% 8%

Observando a Tabela 2, pode-se dizer que as condi¢cdes testadas neste
trabalho viabilizam a construcdo do biossensor proposto, visto que comparando esta

técnica com a iodometria, os erros calculados sé@o razoaveis (em torno de 10%).
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Apés seu desenvolvimento, o biossensor pode vir a ser uma técnica analitica
alternativa as atuais técnicas para determinacdo de sulfeto, como a iodometria. Além
disso, possibilitaria a realizacdo de andlises in situ e apresentaria um custo
relativamente baixo, visto que o componente biolégico, principal componente a ser

substituido no biossensor quando necessario pode ser obtido a baixo custo.

Aliadas aos resultados obtidos neste trabalho, essas caracteristicas fazem
do biossensor uma alternativa viavel para a quantificacdo de sulfeto visando a

medicao da atividade de BRS na indUstria de 6leo e gas.

Além da quantificacéo de sulfeto biogénico, também foi feita a contagem de
BRS pela técnica do NMP nas culturas utilizadas, apos 10 e 21 dias de incubacdo.

Os resultados sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Contagem de BRS pela técnica NMP

ApoOs 10 dias de ApoOs 21 dias de
incubacéo incubacéo
Contagem de células 2,3 x 10 NMP/mL 1,1 x 10* NMP/mL

De acordo com a concentracdo inicial de sulfato no meio usado no
crescimento das BRS, a concentracdo maxima de sulfeto produzida calculada
estequiometricamente para um rendimento de 100% seria em torno de 300mg/L.
Assim, os valores encontrados com 10 e 21 dias de incubacdo mostram que as
células de BRS estavam em atividade, 0 que causaria problemas para a indUstria de
Oleo & gas. Se as células ndo estivessem em um meio favoravel a sua atividade,
ndo necessariamente acarretaria problemas para a indUstria, visto que 0s riscos sao
gerados através de compostos provenientes do metabolismo microbiano. Porém,
mesmo que as BRS estejam em estado de laténcia, uma concentracdo muito alta de
células, pode apresentar riscos, pois sabemos que algumas operacdes da industria

de 6leo e gas, geram condi¢cBes favoraveis ao metabolismo dessas bactérias.



47

5 CONCLUSAO

A formacéo de sulfato pelo A. thiooxidans atraves da oxidacéo do sulfeto tem
sido explorada na aplicacdo em biossensores para deteccdo de sulfeto de
hidrogénio e, posterior aplicacdo na determinacdo da atividade de bactérias
redutoras de sulfato na industria de 6leo & gés, o que foi comprovado através dos
resultados obtidos neste trabalho. Este biocomponente pode ser aplicado nesta
indUstria, uma vez que ele suportou concentracdes altas de hidrocarboneto em seu
meio de crescimento (1000mg/L), além disso, ele se mostrou eficiente na deteccéo
de diferentes concentracbes (10mg/L; 30mg/L; 50mg/L e 100mg/L) do analito
(sulfeto) e guando foi avaliado nos ensaios com amostras de BRS, apresentou

resultados coerentes.

Dentre as condicdes testadas para a construgcdo do biossensor, foram
consideradas melhores de acordo com a resposta obtida, a concentragao celular de

1,45g/L e pHinicial de reacéo igual a 3,0.

A comparacéo do método proposto com um método analitico ja desenvolvido
(iodometria) também mostra que o sistema proposto é satisfatorio, visto que os erros
de medida foram em torno de 10%. Porém, a influéncia de parametros como a
concentracdo de células pode ser estudada mais a fundo, aumentando-se esta para

verificar se o tempo reacional diminui.

Com isso, conclui-se que o desenvolvimento do biossensor nas condicdes
propostas se mostrou satisfatorio, apesar dos resultados serem ainda preliminares e
necessitarem de mais testes para de fato desenvolver um biossensor capaz de ser

utilizado industrialmente e fornecer resultados ainda mais precisos.
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6 SUGESTOES

Como sugestbes para trabalhos futuros destacam-se:

e Estudar a aplicacdo de outro biocomponente, como o Thiobacillus thioparus,
por exemplo, a fim de diminuir o tempo reacional, visto que ha relatos na
literatura da utilizacdo desde microrganismo com tempos reacionais bem
menores;

e Fazer mais testes com o sistema para avaliar os parametros que influenciam
(testar mais valores de pH e concentragao celular, assim como, temperatura e
agitacao);

e Elaborar um sistema mais robusto para minimizar a perda de gas e adicionar
aeracdo ao sistema, pois, além do biocomponente ser aerébio, a
estequiometria de formacgao de sulfato pela oxidagédo do H,S depende de Oy;

e Imobilizar o biocomponente em diferentes suportes e avaliar seu
desempenho;

e Avaliar indices de corrosédo por BRS através de corpos de prova e estudar a

sua relacdo com a producao biogénica de sulfeto.
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Numero de tubos positivos

observados em cada diluigdo NMP de microrganismos

por mL na primeira

1e 22 32 diluicdo
diluicdo diluicdo diluicao

0 0 0 0,0
0 0 1 0,3
0 1 0 0,3
0 1 1 0,6
0 2 0 0,6
1 0 0 0,4
1 0 1 0,7
1 0 2 1,1
1 1 0 0,7
1 1 1 1,1
1 2 0 1,1
1 2 1 1,5
1 3 0 1,6
2 0 0 0,9
2 0 1 1,4
2 0 2 2,0
2 1 0 1,5
2 1 1 2,0
2 1 2 3,0
2 2 0 2,0
2 2 1 3,0
2 2 2 3,5
2 2 3 4,0
2 3 0 3,0
2 3 1 3,5
2 3 2 4,0
3 0 0 2,5
3 0 1 4,0
3 0 2 6,5
3 1 0 4,5
3 1 1 7,5
3 1 2 11,5
3 1 3 16,0
3 2 0 9,5
3 2 1 15,0
3 2 2 20,0
3 2 3 30,0
3 3 0 25,0
3 3 1 45,0
3 3 2 110,0
3 3 3 140,0

Figura 4: Valores de NMP para 3 tubos com diluicdes sucessivas

Fonte: Journal of Validation Technology, 2010.



