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RESUMO 

O principal componente dos custos de manutenção e operação da indústria 

do petróleo é a corrosão. Quando ela está associada à interação de microrganismos 

com superfícies metálicas denomina-se biocorrosão. Atribui-se à biocorrosão mais 

de 40% da corrosão interna de oleodutos. Os impactos da biocorrosão são 

inúmeros, podendo gerar desde perdas por contaminação de produtos, até impactos 

ambientais através do rompimento de dutos e derramamento de produtos. Visando 

desenvolver tecnologias para o estudo deste fenômeno a fim de reduzir seus 

impactos, no presente trabalho estudou-se a possibilidade de desenvolver um 

biossensor eletroquímico microbiano para seu monitoramento. As bactérias 

redutoras de sulfato estão envolvidas em 95% dos casos de biocorrosão 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 

construção 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 condições ótimas descritas na literatura, assim como, em 

diferentes valores de pH e variadas concentrações de hidrocarboneto no meio para 

validar a aplicação do biossensor bacteriano na indústria de óleo e gás. O sistema 

transdutor/biocomponente montado foi usado na elaboração de uma curva de 

calibração através de ensaios de acompanhamento do potencial redox de amostras 

com diferentes concentrações de sulfeto inorgânico. A relação entre a variação de 

potencial e a concentração de sulfeto inicial foi linear com um R2=0,9658, mostrando 

uma boa correlação entre os dados. Após a elaboração da curva de calibração do 

biossensor, testes com sulfeto biogênico (gerado por cultura mista enriquecida com 

BRS proveniente da água do mar) foram realizados e seus resultados foram 

comparados por iodometria, uma técnica analítica de quantificação de sulfeto já 

consolidada. O erro experimental encontrado na comparação das técnicas foi em 

torno de 10%, o que mostra a validade do método e viabiliza o desenvolvimento do 

biossensor proposto. 

 

 

Palavras-chave: Biossensores, Biocorrosão, Bactérias Redutoras de Sulfato, 

Indústria de petróleo, 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 R2 = 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, sulfa te reducing bacteria, oil and gas industry, 

sulfide. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os combustíveis fósseis como o petróleo, o gás natural e o carvão 

correspondem a 81% da matriz energética global (AIE, 2013). Embora haja uma 

tendência mundial de transição para as energias renováveis, um estudo recente da 

Energy Information Administration (EIA) mostra que os combustíveis fósseis ainda 

representarão 78% do consumo de energia em 2040 (EIA, 2016). 

Apesar da indústria de petróleo e gás ser conhecida por gerar grandes 

receitas, existe um alto custo associado a todo o processo que ocorre nessa 

indústria, que vai desde a exploração e produção (upstream) até a distribuição 

(downstream). Segundo Haile e colaboradores (2010), o principal componente dos 

custos de manutenção e operação da indústria do petróleo é a corrosão, cujos 

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

 

Quadro 1: Custos associados à corrosão na indústria de óleo e gás 

Custos diretos Custos indiretos 

Substituição de 
peças 

Paralização para 
limpeza ou reposição 
de peças 

Custos com 
manutenção dos 
equipamentos 

Perda de produtos 

Processos de 
proteção 

Contaminação de 
produtos 
 
Impactos ambientais 
 

  
Perda da eficiência 
do equipamento 

  
Indenizações por 
acidentes 

  
Perda de vidas 
humanas 

Fonte: GENTIL, 2011. 
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A corrosão 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 vários tipos, porém, neste trabalho, daremos destaque à Corrosão 

Microbiologicamente Induzida (CMI). 

A CMI, também chamada biocorrosão, é resultado da interação entre 

microrganismos e superfícies metálicas, e se dá principalmente de forma pontual e 

profunda através da formação de pites, podendo gerar impactos econômicos ao 

processo, como falhas no equipamento, contaminação de produtos, entupimento e 

rompimento de tubulações e poluição ambiental devido ao derramamento de 

petróleo ou derivados. 

Na indústria de petróleo e gás, cerca de um quarto das falhas estruturais 

observadas, são atribuídas à corrosão (RODRIGUES et al., 2008), enquanto atribui-

se aos microrganismos mais de 40% da corrosão interna de oleodutos (HAILE et al.; 

2010). Em 2001, o custo anual com corrosão era estimado em US$ 13,4 bilhões, 

sendo US$ 2 bilhões relacionados à biocorrosão (HAILE et al., 2010). 

Neste contexto, há a necessidade de se desenvolver tecnologias visando à 

minimização dos custos de operação do setor. Em particular, o monitoramento da 

CMI, assim como o estudo dos microrganismos que a provocam e a adoção de 

medidas que minimizem a CMI, tem grande importância na garantia da integridade 

dos equipamentos na indústria de óleo e gás, prevenindo a ocorrência de 

vazamentos que causam impactos ambientais e financeiros. Com isso, o biossensor 

surge como uma alternativa promissora devido a seu caráter específico e a seu 

custo relativamente baixo. 

O objetivo deste trabalho foi monitorar a atividade das bactérias redutoras de 

sulfato visando o monitoramento da biocorrosão pelo emprego de um biossensor a 

fim de evitar seus impactos nos sistemas de distribuição e armazenamento de 

petróleo e seus derivados. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Corrosão 

 

Segundo Genti l (2011), a corrosão pode ser definida como a deterioração de 

um material, geralmente metálico, por ação química ou eletroquímica do meio 

ambiente aliada ou não a esforços mecânicos. É um processo espontâneo, uma vez 

que os metais, em sua maioria, são encontrados na natureza na forma de óxidos e 

sulfetos, e tendem a voltar espontaneamente para o estado oxidado. A corrosão 

pode ocorrer também em materiais não metálicos, como concreto, borracha, 

polímeros e madeira devido à ação do meio ambiente. Essa deterioração, causada 

pela interação do material e o meio, afeta a durabilidade e o desempenho dos 

materiais, tornando-os inadequados para uso (GENTIL, 2011). 

A corrosão pode se dar de duas maneiras: corrosão química, que ocorre na 

ausência de água e em temperaturas elevadas; e corrosão eletroquímica, que 

ocorre, geralmente, na presença de água e à temperatura ambiente, o que torna sua 

ocorrência mais comum na natureza (MERÇON et al., 2004; GENTIL, 2011). 

O processo corrosivo de origem eletroquímica está associado à ocorrência 

de duas reações químicas simultâneas: oxidação e redução; conforme exemplificado 

para o ferro nas reações 1 e 2 (MERÇON et al., 2004). 

 

Fe              Fe2++ 2 e-    (oxidação)       (1) 

2 H2O + 2 e-                        H2 + 2 OH-  (redução)       (2) 

 

A corrosão eletroquímica gera a formação de uma pilha, que pode ser 

definida como uma célula eletroquímica onde ocorre movimentação de elétrons de 

maneira espontânea devido à diferença de potencial existente entre os dois 

elementos que compõem os eletrodos desta célula (anodo e catodo) (GENTIL, 

2011). Dentre os elementos que compõem uma pilha, estão (GENTIL, 2011):  

a) anodo: eletrodo onde ocorre a oxidação;  

b) catodo: eletrodo onde ocorre a redução;  

c) ponte salina: solução condutora que permite o fluxo de íons do anodo 

para o catodo; 
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 d) condutor metálico: ligação metálica entre o anodo e o catodo por onde se 

dá o transporte de elétrons. 

O funcionamento de uma pilha é determinado pela movimentação de cargas 

do anodo (região onde ocorre a corrosão propriamente dita), cuja massa diminui 

com a perda de íons, os quais vão para a solução condutora, aumentando sua 

concentração. Esses íons depositam-se no catodo, região onde ocorre a redução.  

A corrosão não ocorre apenas com dois metais em uma mesma solução, 

mas ela pode também ocorrer em uma mesma superfície metálica, se nesta houver 

diferença de aeração ou temperatura, que podem gerar regiões anódicas e 

catódicas. 

Quando a corrosão é causada por ação de microrganismos, denomina-se 

biocorrosão. 

 

2.2 Biocorrosão 

 

A biocorrosão ou Corrosão Microbiologicamente Induzida (CMI) é resultado 

da aderência de microrganismos a superfícies sólidas e sua posterior colonização. O 

desenvolvimento microbiano leva à formação de estruturas complexas organizadas 

denominadas biofilmes, que são constituídos de microrganismos inseridos em matriz 

polimérica autoproduzida, denominada material polimérico extracelular (Extracellular 

Polymeric Substances, EPS), e, principalmente, água, que representa mais de 90% 

de sua matriz (GEESEY, 1982). 

Os biofilmes podem ser formados por populações microbianas desenvolvidas 

a partir de uma única, ou de múltiplas espécies, a depender da diversidade da 

comunidade planctônica, ou seja, das espécies de vida livre na fase aquosa 

(RHOADS et al., 2008). De fato, a formação do biofilme é uma estratégia de 

sobrevivência de microrganismos em ambientes onde as condições são adversas, o 

que resulta em alterações fenotípicas diversas entre as células planctônicas e as 

sésseis, isto é, aquelas constituintes dos biofilmes (MOSTELLER e BISHOP, 1993; 

CABEÇA, 2006). 

Os principais microrganismos envolvidos no processo corrosivo são as 

bactérias, embora existam casos de corrosão associados a fungos e algas (LITTLE 

& LEE, 2007). Ao se fixarem na superfície de um material, esses microrganismos 

favorecem as reações eletroquímicas do processo corrosivo e modificam as 
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características do material através da criação de zonas com diferença de aeração, 

acelerando o seu desgaste (VIDELA, 2003). Portanto, a CMI segue os mesmos 

princípios da corrosão eletroquímica, onde se tem um processo de oxidação 

ocorrendo na região anódica, levando à dissolução do metal e, simultaneamente, à 

redução de algum componente na região catódica (CRAVO, 2004). Os 

microrganismos induzem as reações anódicas e catódicas através da alteração da 

interface metal/solução, acelerando, assim, o processo corrosivo, sem modificar a 

natureza eletroquímica deste fenômeno (VIDELA, 2003). 

Por envolver a participação de vários microrganismos, a biocorrosão é um 

fenômeno complexo e difíci l de ser atribuído a um único mecanismo. Por conta da 

sua importância econômica, este fenômeno tem sido extensamente estudado nas 

últimas décadas, a fim de propor modelos para a explicação dos mecanismos 

envolvidos no processo (BEECH & SUNNER, 2004). Na maioria dos casos, a 

biocorrosão se dá de maneira localizada, gerando pites, que podem levar, por 

exemplo, ao rompimento de tubulações, uma vez que estes pites são caracterizados 

por sua profundidade. 

 

2.2.1 Biofilme 

 

A presença de água em alguns ambientes fornece condições ideais para o 

crescimento dos microrganismos autóctones. 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 formação do biofilme, pois ele auxilia a adsorção das 

células e fornece nutrientes para as mesmas, quando não há nutrientes suficientes 

no meio para seu desenvolvimento. 

Assim, o biofilme pode ser definido como um consórcio microbiano, no qual 

as células estão imobilizadas em uma matriz polimérica (EPS) constituída por 

polissacarídeos, proteínas, enzimas, ácidos nucleicos e lipídios (LEWANDOWSKY et 

al., 1995; CHAN et al., 2002). A Figura 1 apresenta a microscopia eletrônica de um 

biofilme. 
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Figura 1: Biofilme presente sobre um corpo de prova exposto a água produzida no 

campo da Bacia de Campos: a) microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

ilustrando microcolônias de bactérias baciliformes e b) MEV de bactérias associadas 

a abundante matriz extracelular. 

Fonte: Albuquerque et al., 2014. 
 
 

Segundo Videla e Herrera (2005), a formação de biofilmes não é uniforme, o 

que facilita a instalação do processo corrosivo. As etapas de formação do biofilme 

são apresentadas na Figura 2. 

 

 

Figura 2: Etapas de formação do biofilme 

Fonte: Peg Dirckx, Center for Biofilm Engineering (adaptado) 
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A primeira etapa (Figura 2, número 1) consiste na formação de uma camada 

constituída de matérias orgânicas e inorgânicas aderidas à superfície do metal, 

formando uma fina película (20-80 nm de espessura), que pode alterar as cargas 

eletrostáticas da superfície metálica (VIDELA & HERRERA, 2005). Posteriormente, 

ocorre a adesão das bactérias colonizadoras primárias e se inicia a formação do 

EPS (Figura 2, números 2 e 3), que é o responsável por consolidar a fixação do 

biofilme à superfície metálica, além de servir como fonte nutricional para o consórcio 

microbiano presente no biofilme. Esta etapa do processo de formação do biofilme é 

bastante rápida, podendo demorar poucos minutos ou algumas horas, dependendo 

do ambiente no qual o metal está imerso (VIDELA & HERRERA, 2005). Após a 

adesão dos colonizadores secundários, o biofilme atinge um estágio maduro (Figura 

2, número 4). As células podem se desprender do biofilme devido à velocidade de 

escoamento do fluido (Figura 2, número 5). Quando estas células, antes sésseis, 

atingem a fase planctônica, elas podem recolonizar a superfície e reiniciar todo o 

processo (DREESZEN, 2003; JANNING et al., 2005). 

Nos biofilmes, os microrganismos aeróbios vivem na região mais externa 

devido à disponibilidade de oxigênio, já os anaeróbios se desenvolvem na região 

mais interna, onde se estabelece uma condição de anaerobiose pela respiração 

aeróbia e baixa difusão de oxigênio pela matriz polimérica (COSTERTON et al., 

1995). Dentre as bactérias presentes no biofilme, podemos destacar as bactérias 

redutoras de sulfato (BRS), que estão envolvidas em 95% dos casos de biocorrosão 

(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 respiração anaeróbica conhecido como redução 

desassimilativa do sulfato, onde o sulfato é o aceptor final de elétrons, liberando gás 

carbônico e sulfetos (JENNEMAN et al., 1986; BARTON, 2009; GONZÁLEZ, 

SANTANA & MIRZA-ROSCA, 1998; CASTRO et al., 2000). São em sua maioria 

anaeróbias estritas, embora diferentemente da maioria das bactérias anaeróbias, as 

BRS são capazes de sobreviver na presença de quantidade limitada de oxigênio. 
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Esta tolerância ao ar pode ser atribuída à presença de catalase e superoxido 

dismutase (BARTON, 1995). Ademais, a análise do genoma de Desulfovibrio 

vulgaris revelou a presença de uma oxidase terminal de alta afinidade que permite a 

respiração de oxigênio sob condições microaerofílicas (CYPIONKA, 2000; LEMOS et 

al., 2001). Contudo, o crescimento de D. vulgaris à custa de oxigênio nunca foi 

demonstrado. Segundo Richardson (2000), tais oxidases podem ter evoluído para 

proteção contra os efeitos nocivos do oxigênio. Recentemente, foi isolada uma 

espécie de BRS anaerobia facultativa, Citrobacter, de ambiente com alto nível de 

oxigênio (ZARASVAND & RAI, 2016). 

Essas bactérias são facilmente encontradas em ambientes terrestres e 

marinhos, incluindo estuários, sedimentos e lagos salinos ou hipersalinos, por 

conterem altas concentrações de sulfato, embora existam relatos de BRS ativas em 

ambientes não salinos e em água doce. As BRS também já foram encontradas em 

ambientes poluídos como plantas de purificação anaeróbia, em alimentos 

deteriorados, plantas de lodo, em águas de campos de exploração de óleo, 

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: 

mesófilas Gram-negativas, eubactérias termófilas Gram-negativas, Gram-positivas 

formadoras de esporos e arqueobactérias termófilas Gram-negativas [POSTGATE, 

1984; BARTON, 1995; CASTRO et al., 2000]. As BRS mesófilas não formadoras de 

esporos são as mais difundidas na natureza. Dentre elas, cinco gêneros oxidam 

parcialmente compostos orgânicos a acetato: Desulfovibrio, Desulfobotulus, 

Desulfobulbus, Desulfohalobium e Desulfomicrobium. E, sete gêneros oxidam 

substratos orgânicos completamente a CO2, sendo eles: Desulfoarculus, 

Desulfobacter, Desulfobacterium, Desulfococcus, Desulfomonile, Desulfonema e 

Desulfosarcina (BARTON, 1995; MATIAS et al., 2005). As BRS termofílicas incluem 

os gêneros Thermodesulfobacterium e Desulfotomaculum, cujas espécies são 

formadoras de endósporos. 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 

corroído de navio de pesca, dentre as quais Citrobacter, referendada por eles como 

uma BRS não tradicional termofílica. 
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As células de BRS se apresentam em formas variadas; esférica, oval, 

espiralada, filamentosa, bastonete, ou vibrio, com diâmetro variando de 0,4 a 3,0 µm 

(BARTON, 1995). Algumas espécies apresentam mobilidade, a maioria por um único 

flagelo polar, flagelo duplo ou flagelos peritríquios. As filamentosas (Desulfonema) 

exibem um movimento deslizante (HOLT et al., 1994).  

Em sua maioria, as BRS são mesófilas com temperatura ótima de 

crescimento entre 25 e 40ºC, embora já tenham sido encontradas algumas espécies 

capazes de crescer à temperatura de -5ºC (psicrofílicas) e outras em temperaturas 

superiores a 75ºC (hipertermofílicas) (MUYZER & STAMS, 2008; TANG, 

BASKARAN & NEMATI, 2009). O crescimento de BRS mesofílas é geralmente lento, 

levando de alguns dias a duas semanas a 30oC, de acordo com a espécie, enquanto 

as termófilas crescem mais rapidamente; a 55oC, o crescimento leva de 12 a 18 

horas. Uma razão para o crescimento lento é a geração de H2S que compromete a 

velocidade de crescimento à medida que se acumula (POSTGATE, 1984).  

Com relação ao pH, as BRS geralmente crescem na faixa de 7,2 a 7,8, 

porém, existem espécies que conseguem tolerar ambientes ácidos (pH 4,0) e 

alcalinos com pH de até 9,5 (BARTON, 1995; VIDELA, 1996). 

As BRS foram consideradas responsáveis na corrosão de tubos de ferro 

fundido em 1964, quando Von Wolzogen Kuhr e Van der Vlugt realizaram um 

trabalho sobre a Teoria da Despolarização Catódica (TDC)1. No local do ataque foi 

encontrado um resíduo de coloração escura, resultado da reação do ferro com o 

sulfeto, produto do metabolismo das BRS, gerado a partir da utilização de íons 

sulfato como aceptor final de elétrons.  

O processo corrosivo causado por BRS é uma corrosão localizada e se dá 

pela formação de pites, um tipo de corrosão localizada, de área muito restrita, mas 

em geral, de considerável profundidade (GENTIL, 2011).  Por isso, esse tipo de 

corrosão é dificilmente detectável, embora possa levar ao rompimento de 

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

                                                 
1
Processo de biocorrosão que ocorre na região catódica pelo consumo do hidrogênio molecular  

adsorvido à superfície metálica por algumas espécies de BRS hidrogenase positiva. A dissociação da 

água resulta na formação de hidrogênio molecular que se adsorve à superfície metálica, impedindo a  

recombinação de átomos de hidrogênio na zona catódica e, por sua vez, prevenindo a evolução do 

processo corrosivo, fenômeno denominado polarização catódica (BOLTON, 1963).  
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2.4  A Corrosão na indústria de óleo & gás 

 

A maioria dos casos de corrosão acontece em meio aquoso (SCULLY, 

1990), por isso, os problemas com corrosão podem ocorrer nas mais variadas 

atividades, destacando-se a indústria de petróleo (GENTIL, 2011). A corrosão nesta 

indústria começou a ser estudada na década de 1940 devido à necessidade de 

refino de petróleos com maior acidez (CARVALHO, 2004). 

A atividade de extração do petróleo gera como principal resíduo água, quase 

sempre, associada ao óleo produzido. Adicionalmente, emprega-se a injeção de 

água nos reservatórios como principal mecanismo para aumento do fator de 

recuperação do petróleo (da ROSA et al., 2016). A água aumenta a pressão interna 

do reservatório, auxiliando no deslocamento do óleo. Nos campos offshore é 

realizada a injeção de água do mar, devido à sua grande disponibilidade, porém, 

além de afetar a qualidade do petróleo produzido, a água do mar pode conferir um 

sério risco às atividades operacionais da plataforma, pois sua elevada concentração 

de sulfato (SO4
-2), cerca de 3000 mg/L (SOUZA, 2009), estimula a atividade das 

bactérias redutoras de sulfato oriundas da água do mar e daquelas presentes no 

reservatório. Simultaneamente, a injeção de água do mar nos reservatórios também 

reduz a salinidade e a temperatura da água produzida, propiciando ainda mais um 

ambiente favorável à proliferação de BRS, além de intensificar o processo corrosivo, 

o que gera custos de produção e de transporte de petróleo (LIMA, 1996; THOMAS, 

2004; DUNSMORE & EVANS, 2005). A composição da água associada ao petróleo, 

denominada água produzida ou água de produção, depende das características e da 

profundidade do campo produtor (MORAES et al., 2004; STEWART & ARNOLD, 

2011).  

O primeiro relato de corrosão associada a microrganismos na indústria de 

óleo & gás foi na década de 30, quando Von Wolzogen Kuhr e Van der Klugt 

observaram a ação das BRS na corrosão externa em dutos enterrados em solos 

(ALBUQUERQUE et al., 2014). Em 1963, Kuznetsova et al. concluíram que a injeção 

de água, contendo, entres outros, sulfato e BRS, nos reservatórios gerava graves 

problemas, dentre estes, o aumento da concentração de sulfeto no petróleo 

(ALBUQUERQUE et al., 2014). 
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As bactérias redutoras de sulfato são as principais responsáveis pela 

geração biogênica de H2S na indústria do petróleo, que leva a biocorrosão dos dutos 

e equipamentos relacionados à produção, transporte e processamento do petróleo, 

além de ocasionar sua acidificação, sendo esta denominada souring. A acidificação 

aumenta as chances de ocorrer a biocorrosão; influencia na qualidade dos 

hidrocarbonetos produzidos; reduz a produtividade dos poços devido à geração de 

produtos de incrustração como o FeS (biofouling) e gera  impactos ambientais 

devido à toxicidade do sulfeto (TANG et al., 2009; MAXWELL & SPARK, 2005; 

FAUQHAR, 1997). 

Este cenário mostra a gravidade dos impactos causados pelas BRS na 

indústria de óleo e gás, reafirmando a necessidade de desenvolvimento de novas 

tecnologias para minimizá-los. Para tanto, o controle preventivo, ou seja, a 

possibilidade de detecção 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 detecção seria a utilização de biossensores. 

 

2.5  Biossensores 

 

Um sensor é um instrumento que produz uma resposta proporcional à 

quantidade de determinada substância que o estimula. Quando ele possui um 

sistema biológico de detecção, é denominado biossensor (MALHOTRA et al., 2005; 

ARYA et al., 2008). 

Segundo a definição da IUPAC, um biossensor é “um instrumento integrado 

que é capaz de fornecer uma informação analítica específica quantitativa ou semi-

quantitativa através do uso de um elemento de reconhecimento biológico (receptor 

bioquímico) que está em contato direto com o elemento de transdução” (IUPAC, 

1999). 

A tecnologia de biossensores está em crescimento desde o primeiro 

biossensor produzido por Clark & Lyons em 1962, que através da imobilização da 

enzima glicose oxidase na superfície de um eletrodo de oxigênio, desenvolveram um 

biossensor para detecção de glicose no sangue (DAVIS & HIGSON, 2005; HIGSON 

et al., 1994). Este sensor era baseado na diminuição da concentração de oxigênio 
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proporcional à concentração de glicose e pela primeira vez se falou no termo 

“eletrodo enzimático” (SILVA, 2011). 

Devido aos inúmeros elementos de reconhecimento biológico e transdutores 

que podem ser empregados, os biossensores podem assumir uma grande 

diversidade de configurações, apesentando soluções para os problemas analíticos 

das mais variadas áreas.  

A principal característica dos biossensores é o reconhecimento seletivo de 

sua camada sensora composta por biomoléculas, que permite avaliar a 

concentração do componente desejado contido na amostra (MELO, 2012). Logo, a 

escolha do elemento biológico adequado para um determinado tipo de biossensor é 

de extrema importância no seu desenvolvimento e depende da amostra a ser 

analisada. 

Incorporado ao receptor biológico de biossensor, há um transdutor que deve 

ser capaz de converter a resposta química em um sinal possível 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 

biológico extremamente seletivo para o analito de interesse com a sensibilidade de 

um transdutor capaz de converter o sinal biológico gerado, produzindo um sinal 

quantificável proporcional à concentração do analito (SALGADO, 2001). 

De uma forma geral, o funcionamento de um biossensor (Figura 3) envolve a 

reação biológica entre o biocomponente e o analito de interesse. Em seguida, como 

produto desta reação, ocorrem variações físico-químicas na amostra analisada, que 

pode ser mudança no pH, na temperatura ou na massa, ou até mesmo, emissão de 

luz. Este sinal físico-químico gerado após a interação entre o componente biológico 

e o substrato a ser quantificado é convertido através do transdutor em um sinal 

possível de ser lido (ARYA et al., 2008). 
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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 

(GUIMARÃES, 2009). O uso dos biossensores, na maioria dos casos, não necessita 

de especialistas. Eles podem ser de uso contínuo, em linha com o processo, ou 

descartáveis (MELO, 2012) e permitem a automatização de análises bioquímicas. 

 

2.5.1 Componente biológico de Biossensores 

 

O componente biológico faz o reconhecimento  seletivo do analito de 

interesse por meio de uma reação bioquímica gerando um sinal. Sua escolha está 

sujeita a uma série de fatores e seus requisitos básicos são (SALGADO, 2001): 

 Disponibilidade de um sítio ativo para reagir com o analito; 

 Estabilidade nas condições de medição; 

 Possibilidade de imobilização sobre suportes sem afetar seu desempenho. 

Diversos componentes biológicos podem ser utilizados na construção de um 

biossensor, dentre eles: enzimas, microrganismos, tecido, anticorpos etc. De acordo 

com o biocomponente empregado, os biossensores podem ser: enzimático, 

microbiano, imunosensor, etc. 
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Os biossensores enzimáticos são os mais comuns, porém, os custos com 

produção e purificação de enzimas são altos e representam uma desvantagem 

frente aos biossensores microbianos (FRENCH & GWENI, 2011). Além de 

apresentarem menor custo, os biossensores microbianos são menos sensíveis a 

variações das condições do meio, o que faz deles mais estáveis, uma vez que as 

enzimas estão protegidas em seu ambiente natural. 

O componente biológico de um biossensor microbiano é uma célula íntegra 

de um determinado microrganismo, que especificamente reconhece e reage com o 

analito de interesse, produzindo uma mudança na amostra através de variação na 

atividade respiratória ou da produção de metabólitos, que são monitorados por um 

transdutor (KARUBE et al., 1994). 

 

2.5.2 Transdutor 

 

O transdutor de um biossensor transforma um sinal físico-químico 

(temperatura, som, luz) em um sinal possível de ser lido. Além da classificação de 

acordo com o seu componente biológico, os biossensores podem ser classificados 

de acordo com o seu sistema de transdução em: Eletroquímicos (Amperométricos, 

Potenciométricos ou Condutimétricos), Acústicos, Óticos, Calorimétricos e 

Piezoelétricos. 

A escolha do transdutor obedece a alguns requisitos básicos, como a 

possibilidade de imobilização do material biológico em sua estrutura, a 

especificidade para o analito a ser quantificado, sendo capaz de detectar qualquer 

variação decorrente da reação biológica (SALGADO, 2001; MELLO & KUBOTA, 

2007). Outros aspectos a serem considerados na seleção do transdutor são a 

frequência e exatidão da resposta, a relação entre sinal e ruído e a possibilidade de 

amplificação do sinal (SILVA, 2009). 

Dentre os transdutores que têm sido empregados na construção dos 

biossensores, os eletroquímicos se destacam, pois apresentam resposta rápida, e, 

além de serem econômicos, garantem a possibilidade de automação, permitindo sua 

aplicação em um grande número de amostras (MELLO & KUBOTA, 2007; PEREZ, 

2000). 
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Os biossensores eletroquímicos são divididos em amperométricos, 

potenciométricos e condutimétricos. Neste trabalho, será dada ênfase aos 

potenciométricos, os quais se baseiam na medida do potencial de amostras para 

fornecer informações sobre os íons gerados através de uma reação biocatalítica 

(THÉVENOT et al., 2001; ARYA et al., 2008).  

O potencial de uma célula eletroquímica é a diferença de potencial entre os 

dois eletrodos: o indicador e o de referência. O eletrodo de referência possui um 

potencial constante em função do tempo, independente da solução analisada, já o 

eletrodo indicador interage com a solução, desenvolvendo um potencial de interface, 

que reproduz a atividade de determinada espécie em solução. Em geral, as medidas 

potenciométricas são feitas por eletrodos íon-seletivos (SILVA, 2000; TORRES, 

2001; RIBEIRO, 2006) e são descritas pela equação de Nernst (Equação 3). 

Observando esta equação, verifica-se que o potencial do eletrodo é proporcional ao 

logaritmo da atividade de determinado íon em solução, possibilitando a quantificação 

de espécies iônicas por meio de uma célula galvânica (THÉVENOT et al., 2001). 

 

E = E0 + . ln aíon        (3) 

 

Onde: 

E = medida do potencial do eletrodo; 

E0 = potencial de referência; 

aíon = atividade do íon 

R = constante dos gases 

T = temperatura 

z = valência do íon 

F = constante de Faraday 

 

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

determinação de pH, a qual é realizada através de um eletrodo indicador ligado a um 

eletrodo de referência, 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 biocorrosão 

 

A literatura revela que as técnicas atualmente disponíveis para 

monitoramento de CMI são demoradas e requerem instrumentos sofisticados além 

de terem limitações quanto a aplicações in situ (HAILE et al., 2010). 

Os biossensores surgem como uma alternativa promissora às técnicas 

atuais visto que possibilitam a realização das análises in situ, além de possuírem 

alta especificidade e rapidez na resposta. Porém, os estudos desta tecnologia para 

monitoramento de biocorrosão são muito recentes, não existindo ainda biossensores 

comerciais para tal fim. 

Em 2001, Dubey e Upadhyay estudaram a possibilidade de desenvolver um 

biossensor para monitorar a biocorrosão de materiais metálicos em sistemas 

industriais através da detecção de ácido sulfúrico produzido pelas bactérias 

oxidantes de enxofre (BOE) do gênero Thiobacillus. Os autores propuseram um 

biossensor microbiano, utilizando células íntegras de Pseudomonas sp isoladas de 

uma superfície metálica corroída e imobilizadas em uma membrana de acetilcelulose 

para a sua construção. O transdutor utilizado foi o eletrodo de oxigênio do tipo Clark. 

As análises foram realizadas com soluções tampão fosfato com diferentes 

concentrações de ácido sulfúrico. O aumento da concentração de ácido sulfúrico no 

meio levava ao aumento da taxa de respiração da Pseudomonas sp e, 

consequentemente a diminuição da concentração de oxigênio no meio, diminuindo, 

assim, a corrente. A curva de calibração mostrou uma relação linear entre a 

concentração de ácido sulfúrico e a diminuição da corrente até uma concentração de 

0,7 mM do ácido. O biossensor mostrou reprodutibilidade com um erro de ± 0,02 µA. 

Haile et al. (2010) desenvolveram um sistema para monitoramento online 

simultâneo de atividade de BRS in situ e taxa de corrosão, no qual foi utilizado um 

biossensor enzimático para medir concentração de sulfeto no meio, sendo esta 

concentração relacionada à atividade das BRS. As BRS foram isoladas de um 

campo de óleo no Canadá e o elemento biológico utilizado foi a enzima sulfeto 

oxidase proveniente de uma actinobactéria geneticamente modificada, imobilizada 

em grafite, e o transdutor foi um eletrodo de carbono vítreo. Após a imobilização, 

foram feitos ensaios para a avaliação do eletrodo enzimático através da sua 

exposição a diferentes concentrações de sulfeto abiótico, que resultaram em uma 
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curva de calibração. 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 detecção de 

sulfeto e posterior aplicação na detecção de bactérias redutoras de sulfato (BRS). 

Foi utilizado um eletrodo de carbono vítreo, onde as células de T. thioparus foram 

imobilizadas. Ensaios de otimização de pH e concentração de células bacterianas 

foram feitos. O pH ótimo foi de 7,4 e a concentração ótima de T. thioparus foi de 1,0 

x 107 UFC/mL. Também foram feitas análises de interferentes e, para os íons 

testados, o único que apresentou interferência foi a cisteína, porém somente quando 

sua concentração foi 10 vezes maior que a de sulfeto. 

 

2.6  Sulfeto 

 

O sulfeto é uma forma reduzida do enxofre, que pode estar ligada a vários 

elementos químicos, porém o mais comum é o sulfeto de hidrogênio (H2S), também 

denominado gás sulfídrico. Este, por sua vez, é um gás incolor de odor 

desagradável característico (“cheiro de ovo podre”), extremamente tóxico e corrosivo 

(MAINIER, SANDRES & TAVARES, 2007). 

O H2S pode ser originado por processos naturais ou industriais. Na natureza, 

ele é formado entre os gases vulcânicos e como um produto de processos 

bacterianos (MAINIER & ROCHA, 2003). No entanto, na maioria das vezes, a 

produção de H2S é associada ao tratamento de alguns efluentes industriais e aos 

campos de petróleo, gás natural e refinarias (SANDRES & MAINIER, 2009). 

Dentre os mecanismos descritos na literatura para geração do H2S nos 

campos de petróleo e gás natural destaca-se o bacteriano (MAINIER & VIOLA, 

2005). Este mecanismo é dependente de uma fonte de enxofre, como, por exemplo, 

sulfatos solúveis (SO4
-2) em sedimentos marinhos (MAINIER & VIOLA, 2005). No 

caso das bactérias redutoras de sulfato (BRS), alguns parâmetros como pH, 

presença de matéria orgânica, salinidade, temperatura e ausência de oxigênio são 

fundamentais no processo de geração de H2S, conforme mostra a Equação 4 

(MAINIER & VIOLA, 2005). 
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2CH2O + SO4
-2 BRS H2S + 2HCO3

-     (4) 

 

Em baixas concentrações, o H2S pode causar danos à saúde humana, como 

dor de cabeça, problemas nos olhos e dificuldades respiratórias, enquanto uma 

exposição a concentrações de 600 mg/L pode levar à morte em menos de 15 

minutos (REDONDO et al., 2008; DURSUN, 2006). Os riscos associados à 

toxicidade do sulfeto de hidrogênio são avaliados através de limites de exposição 

TWA (Time Weighted Average), ou seja, para uma exposição diária de 8 horas, a 

concentração média não deve ultrapassar 10 mg/L (ROCHA, 2006). As 

características tóxicas do H2S estimulam o desenvolvimento de técnicas para sua 

quantificação. 

 

2.6.1 Métodos analíticos para quantificação de sulfeto 

 

Os métodos analíticos para quantificação de sulfeto descritos na literatura 

são inúmeros, envolvendo espectrofotometria (GUENTHER et al., 2001), 

cromatografia (HOWARD & YEH, 1998), potenciometria (HASSAN et al., 2002), 

entre outros. Estes métodos diferem entre si em função da precisão, custo e 

disponibilidade de equipamentos para a análise. Dentre eles, destacam-se o método 

espectrofotométrico com azul de metileno; o método potenciométrico com a 

utilização de um eletrodo íon seletivo para sulfeto; e a iodometria. Este último foi 

utilizado neste trabalho como método comparativo e como forma de padronizar as 

soluções de H2S preparadas. 

A iodometria é um método indireto de determinação de sulfeto, no qual se 

faz uma titulação envolvendo iodo e tiossulfato de sódio. O íon tiossulfato (S2O3
-2) é 

um agente redutor moderadamente forte e na presença de iodo, ele é oxidado para 

formar tetrationato (S4O6
-2), de acordo com a Equação 5 (SKOOG et al., 2006). 

2S2O3
-2    S4O6

-2 + 2e-       (5) 

 

O indicador usado nestas titulações é uma solução de amido 1%, que, ao 

reagir com o iodo, desenvolve uma cor azul graças à absorção do iodo pela cadeia 

helicoidal β-amilose, um constituinte macromolecular da maioria dos amidos. O 
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amido se decompõe irreversivelmente em soluções com elevadas concentrações de 

iodo, portanto, na titulação de soluções de iodo com íons tiossulfato, a adição do 

indicador é adiada até que a cor da solução mude de vermelho para amarelo  

(SKOOG et al., 2006). 

A determinação de H2S por este método se dá indiretamente pela reação 

que este composto faz com o iodo (Equação 6). É necessário fazer um branco 

utilizando água destilada, pois o cálculo da concentração de sulfeto se dá pela 

diferença entre o volume gasto na titulação do branco e volume gasto na titulação da 

solução de H2S. 

 

H2S + I2    S(s) + 2H+ + 2I-     (6) 

 

 

2.6.2 Estado da arte: Biossensores para sulfeto  

 

Os biossensores surgem como ferramenta analítica alternativa devido à 

simplicidade de seu uso, e, principalmente, seu baixo custo (URSULA & ANTHONY, 

2000; CHEN et al., 2012). 

Alguns estudos para desenvolvimento de biossensores para H2S são 

baseados em seu caráter inibitório da atividade de algumas enzimas, uma vez que é 

esperado que a porcentagem de inibição enzimática seja proporcional à 

concentração de sulfeto presente na amostra (LAWRENCE et al., 2003). Os 

biossensores descritos na literatura com esta metodologia usam técnicas de 

transdução tanto amperométricas quanto ópticas. 

Uma das enzimas que tem sua atividade inibida pelo sulfeto é a peroxidase, 

que na presença de peróxido de hidrogênio (H2O2), transforma o composto pirogalol 

em uma substância de cor laranja cuja absorbância é lida a 420 nm. Quando uma 

solução de sulfeto é adicionada, a intensidade da cor formada varia de acordo com a 

concentração desta solução. Assim, os valores de absorbância variam de acordo 

com a concentração de sulfeto presente na amostra a ser quantificada, sendo 

possível fazer seu monitoramento através de um biossensor (GHADIRI et al., 2013). 

Quanto mais concentrada for a solução de H2S, maior o caráter inibitório deste sobre 
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a enzima, podendo ser obtida uma relação linear entre a porcentagem de inibição e 

a concentração de sulfeto presente na amostra (GHOUS & TOWNSHEND, 1998).  

Baseados na técnica amperométrica, Poor et al. (2014) desenvolveram um 

biossensor para sulfeto através da imobilização da enzima ascorbato oxidase na 

superfície de uma membrana de nylon, utilizando um eletrodo de oxigênio  do tipo 

Clark como elemento transdutor. Esta enzima catalisa a oxidação do ácido ascórbico 

através da redução do oxigênio molecular. Logo, o uso de um eletrodo de oxigênio, 

pode medir a redução na concentração de O2 dissolvido e esta por sua vez é 

relacionada à concentração de sulfeto presente no meio. 

Além da utilização 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 elaboração de um biossensor 

microbiano para detecção de sulfeto de hidrogênio a partir da imobilização de 

Thiobacillus thioparus em uma matriz de álcool polivinílico, utilizando um eletrodo de 

oxigênio como elemento transdutor. Esta bactéria é capaz de oxidar o sulfeto na 

presença de oxigênio, em valores de pH entre 5 e 7. Assim, o consumo de oxigênio 

pode ser monitorado e relacionado à concentração de H2S presente na amostra 

analisada. Ebrahimi et al. (2014) utilizaram o mesmo componente biológico em seu 

trabalho para a construção de um biossensor potenciométrico para detecção de 

sulfeto de hidrogênio baseados na reação de oxidação do sulfeto por este 

microrganismo, que tem como produto final o ácido sulfúrico, sendo a variação de 

potencial, gerada pela formação de íons em solução, monitorada a partir de um 

potenciômetro e relacionada à concentração de sulfeto de hidrogênio presente na 

amostra. 

 

2.7  Bactérias Oxidantes de Enxofre (BOE) 

O componente biológico escolhido para a construção 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) 

quimiolitotróficas obrigatórias; b) quimiolitotróficas facultativas; c) 
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quimiolitoheterotróficas; d) quimioorganoheterotróficos; e) fototróficas (TANG, 

BASKARAN & NEMATI; 2009). 

Devido a sua habilidade de obter energia a partir da oxidação de compostos 

de enxofre reduzidos, e, em alguns casos, enxofre elementar (TANG, BASKARAN & 

NEMATI; 2009), as bactérias oxidantes de enxofre têm sido empregadas em 

sistemas de biofiltração de H2S, especialmente os gêneros Thiobacillus e 

Acidithiobacillus, eficiente em meios aeróbios em uma ampla faixa de pH, variando 

da neutralidade a pH igual a 2 (CHAIPRAPAT, 2011; CHUNG, 1996; 1997).  

 

2.7.1 O gênero Thiobacillus 

 

Em 1932, o gênero Thiobacillus foi apontado por Waksman como o grupo de 

microrganismos mais encontrados no solo, responsáveis pela oxidação de 

compostos de enxofre (WAKSMAN, 1932). 

Em 2000, a partir da utilização de técnicas de amplificação e 

sequenciamento do gene rRNA 16S e análises baseadas na hibridização DNA-DNA 

foi proposta uma reclassificação das 17 espécies do gênero Thiobacillus (KELLY & 

WOOD, 2000). A nova classificação propôs a criação de três novos gêneros 

(Acidithiobacillus, Halothiobacillus e Thermithiobacillus), além da reclassificação de 

outras espécies em gêneros já 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 gêneros Acidithiobacillus e Thiobacillus são compostos por bactérias 

incolores, aeróbicas e quimiolitotróficas obrigatórias, as quais obtêm energia a partir 

da oxidação de compostos inorgânicos de enxofre reduzido ou parcialmente 

oxidados, ou, até mesmo, enxofre elementar (WAKSMAN & STARKEY, 1923). O 

processo bioquímico de produção de ácido sulfúrico a partir de espécies sulfuradas 

reduzidas ou parcialmente oxidadas como fonte de elétrons é limitado pela 

quantidade de oxigênio disponível (MONTEBELLO, 2010). 

Dentre as espécies destes gêneros, duas se destacam na aplicação em 

biossensores para sulfeto, A. thiooxidans, que foi objeto de estudo deste trabalho e 

será descrito com mais detalhes no próximo tópico, e Thiobacillus thioparus, que é 

capaz de utilizar enxofre, H2S, tiossulfato e tetrationato como espécies doadoras de 
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elétrons em seu metabolismo, gerando sulfato, enxofre e íons H+ como produtos 

finais de oxidação (VISHNIAC, 1952; CACERES et al., 2010; EBRAHIMI et al., 

2014). A principal diferença entre A. thiooxidans e T. thioparus é o pH ótimo de 

crescimento. Enquanto que A. thiooxidans tem a capacidade de adaptação a um 

meio extremamente ácido, T. thioparus se desenvolve melhor em meios neutros, 

sendo este último 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 bastões curtos com extremidades arredondadas, 

apresentando de 1-3 μm de comprimento e 0,5 μm de largura e possuem a 

capacidade de oxidar o enxofre elementar quantitativamente, formando ácido 

sulfúrico. Atuam também, mas em menor grau, nos sulfetos, oxidando-os a sulfatos 

(WAKSMAN & STARKEY,1922). A metabolização de sulfetos ocorre somente para 

concentrações abaixo de 200 mg/L; acima desta concentração, A. thiooxidans tem 

seu metabolismo inibido (GENTIL, 2011). 

Acidithiobacillus thiooxidans é comumente encontrada em solos, fazendo 

parte da biomassa microbiana que oxida o enxofre e seus compostos reduzidos a 

sulfato, tornando este disponível para ser absorvido por raízes de plantas 

(MAHENDRA, 1988). Assim, uma das aplicações tecnológicas desta espécie 

bacteriana descrita na literatura é como fertilizantes. Em 1975, Swaby desenvolveu 

um fertilizante chamado Biosuper através da inoculação de A. thiooxidans com 

rochas fosfáticas e enxofre elementar na forma de pellets de 2-4 mm. 

Devido a sua habilidade na oxidação de compostos de enxofre e na 

adaptação a meios com pH baixos, A. thiooxidans tem sido explorado no 

desenvolvimento de biossensores para a detecção de sulfeto de hidrogênio. Sua 

atividade metabólica na presença de compostos de enxofre gera sulfato, que em 

meio aquoso, resulta na formação de ácido sulfúrico (H2SO4), diminuindo o pH do 

meio. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Seleção 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 

biocorrosão é através dos metabólitos gerados pelos microrganismos que fazem 

parte do consórcio microbiano do biofilme. Segundo Hamilton (1958), embora muitos 

microrganismos, principalmente bactérias, possam participar dos processos de 

corrosão, os principais causadores são as bactérias redutoras de sulfato (BRS). 

Assim, o analito de interesse do biossensor proposto é o sulfeto que elas produzem 

através da redução do sulfato. Logo, o biocomponente selecionado foi a cultura 

Acidithiobacillus thiooxidans, visto que ela oxida o sulfeto a sulfato, sendo este 

possível de ser determinado por potenciometria. 

A cepa uti lizada neste trabalho foi Acidithiobacillus thiooxidans FG01, 

gentilmente doada pelo Centro de Tecnologia Mineral (CETEM) pelo PhD Luis 

Gonzaga dos Santos Sobral. Esta cepa foi isolada a partir de um efluente ácido de 

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

 

3.1.1 Condições de cultivo e curva de crescimento  

 

 As condições de cultivo de Acidithiobacillus thiooxidans foram 

determinadas conforme a maioria dos trabalhos encontrados na literatura que 

utilizam uma dispersão celular de 10%v/v. Assim, para um volume final de inóculo 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 composição se encontra no Quadro 2. Ao meio 

de cultura, foram adicionados 10 g/L de enxofre elementar como fonte de energia. 
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Quadro 2: Composição do meio de cultura ATCC 

Meio ATCC 

Componente 
Concentração 

(g/L) 

(NH4)2SO4 0,200 

MgSO4.7H2O 0,500 

CaCl2 0,250 

KH2PO4 3,000 

FeSO4 0,005 

Fonte:www.atcc.org 

 

A curva de crescimento de Acidithiobacillus thiooxidans foi feita para garantir 

que a sua utilização no biossensor fosse na fase exponencial do seu crescimento, 

em função de sua alta atividade metabólica nesta etapa. Assim, após o preparo do 

inóculo, o pH foi ajustado a 3,0 com solução de NaOH 1M, o enxofre foi adicionado e 

o frasco Erlenmeyer colocado em agitador sob agitação a 150 rpm e temperatura de 

30°C e o crescimento foi acompanhado diariamente por turbidimetria através de 

medidas espectofotométricas de absorbância a 620 nm. Os valores de pH também 

foram medidos diariamente com auxílio de um pHmetro. 

 

3.1.2 Crescimento em diferentes valores de pH 

 

Segundo Lima (1996) e Thomas (2004), na indústria de óleo e gás, a 

corrosão se dá principalmente quando há contato do metal com a água associada ao 

petróleo (água de produção). Esta água, assim como o petróleo, apresenta 

composições e propriedades variadas dependendo das características e 

profundidade do campo produtor. O Quadro 3 apresenta valores de pH da água de 

produção. O crescimento de A. thiooxidans foi avaliado em distintos valores de pH 

(4,0; 5,0 e 6,0), que foram ajustados após o preparo do inóculo com solução de 

NaOH 1M.  
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Quadro 3: Faixas de pH da água de produção 

Fonte pH Meio 

USEPA, 2000 3,1 - 6,47 Gás 

USEPA, 2000 5,2 - 7,4 Óleo 
You & Wang, 2011 6,5 Óleo 

Ahmadun et al., 2009 4,3 – 10 Óleo 
Carvalho, 2011 7,4 Óleo 

Dong et al., 2011 6,4 - 6,7 Óleo 

Fonte: Adaptado de SILVA, 2013. 

 

3.1.3 Crescimento em meio contendo hidrocarboneto 

 

O biossensor proposto no presente trabalho tem sua aplicação na 

indústria de óleo e gás, portanto, para verificar a viabilidade desta aplicação, foram 

realizados testes de crescimento do biocomponente em meio contendo diferentes 

concentrações de hidrocarboneto (naftaleno), frente ao caráter tóxico que este 

componente pode apresentar, levando à inibição do crescimento microbiano. As 

concentrações testadas foram escolhidas de acordo com a composição variada em 

termos de carbono orgânico total (COT) da água produzida, apresentada no Quadro 

4. Assim, após o ajuste de pH a 3,0 com solução de NaOH 1M e adição de enxofre, 

foi adicionado naftaleno ao inóculo nas concentrações finais de: 800 mg/L, 1000 

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

 

Quadro 4: COT em água produzida 

Fonte 
COT 

(mg/L) 
Meio 

Ahmadun et al., 2009 0 -1500 Óleo 

Campos et al., 2002 386 Óleo 

Dong et al., 2011 82 - 89 Óleo 

Altare et al., 2007 1000 Óleo 

Ranck et al., 2005 1000 Gás 

Fonte: Adaptado de SILVA, 2013. 

 

 



26 

 

 

 

3.1.4 Peso seco 

 

O método utilizado para a construção da curva de peso seco foi baseado na 

centrifugação da cultura após 10 dias de crescimento, a 500 rpm por 1 min e 30 s 

para remoção do enxofre. O sobrenadante foi centrifugado por 25 min a 10.000 rpm. 

O precipitado foi lavado com 10 mL de solução de NaCl 0,85%m/v e ressuspendido 

em 30mL de água. Um volume de 10 mL dessa suspensão foi filtrado a vácuo em 

membrana de acetato de celulose de porosidade 0,45 µm e as células foram então 

pesadas em uma balança que elimina a umidade da amostra através de uma 

lâmpada de infravermelho (Balança AG 200, IV2000). A concentração celular foi 

obtida dividindo-se a massa pesada pelo volume filtrado. 

A curva de peso seco foi construída plotando-se os valores de distintas 

concentrações, obtidas a partir de diluições da solução original, versus os valores de 

absorbância no comprimento de onda de 620 nm, determinados para cada diluição. 

   

3.2  Seleção do transdutor 

 

O transdutor de um biossensor deve ser escolhido de maneira que o 

composto gerado após a reação 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 íon sulfato produzido através da oxidação do sulfeto 

pela bactéria A. thiooxidans. Neste contexto, utilizou-se um transdutor 

potenciométrico, o qual monitora atividades iônicas em solução. 

 

3.3 Quantificação de sulfeto por iodometria 

 

As soluções de H2S foram preparadas a partir da dissolução de massa 

apropriada de sulfeto de hidrogênio respeitando as proporções estequiométricas da 

Equação 7 e padronizadas por iodometria. 

Na2S + 2H2O → 2NaOH + H2S    (7) 
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O método de quantificação consistiu na adição de solução de iodo em um 

frasco Erlenmeyer e posterior adição da solução de H2S a ser quantificada. 

Prosseguiu-se, então, com a titulação com solução padronizada de tiossulfato de 

sódio até que a solução no frasco Erlenmeyer ficasse amarela claro. Adicionou-se o 

indicador (solução de amido 1%), tornando a solução azul. Prossegui u-se com a 

titulação até que a solução se tornasse transparente e o volume gasto foi anotado. 

Além disso, também foi feito um branco utilizando água destilada no lugar da 

solução de H2S. Todas as titulações foram feitas em triplicata e o cálculo da 

concentração de H2S se deu pela Equação 8. 

Conc H2S [ppm] = M (S2O3) x V (S2O3) [mL] x MM x 500  

                                                                            V [mL] (8) 

   

Onde: 

M(S2O3) [mol/L] = Molaridade da solução de tiossulfato (determinada por 

padronização com dicromato de potássio); 

V(S2O3) [mL] = Diferença entre o volume gasto na titulação do branco (água 

destilada) e o volume gasto na titulação da solução de H2S; 

MM [g/mol] = Massa molar do H2S; 

V [mL] = Volume da amostra titulada. 

 

3.3.1 Preparo de soluções 

 

3.3.1.1 Solução 0,016M de Na2S2O3 

 

Para preparar a solução de tiossulfato de sódio 0,016M, 3,9998 g de 

Na2S2O3.5H2O foram diluídos em 1 litro de água. Para aumentar o tempo de 

estabilidade da solução, adicionou-se 0,1 g de carbonato de sódio. 

 

3.3.1.2 Solução de I2 

 

A solução de I2 foi preparada através da diluição de 0,1018 g de I2 em  20 

0mL de solução aquosa de iodeto de potássio. A velocidade de dissolução do iodo 
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em água é muito baixa, por isso, é recomendado dissolver o iodo em um pequeno 

volume de solução concentrada de KI e, então, proceder à diluição com água.  

 

3.3.1.3 Solução de Amido 1% 

 

A solução de amido foi preparada adicionando-se 1 g de amido em 100 mL 

de água destilada fervida, sob agitação. Devido a sua rápida degradação, uma nova 

solução teve que ser preparada sempre que o intervalo de uso fosse maior que uma 

semana. 

 

3.3.2 Padronização da solução de tiossulfato de sódio 

 

A padronização da solução de tiossulfato de sódio foi feita a partir do padrão 

primário dicromato de potássio de acordo com a estequiometria das equações 9 e 

10. Assim, foram pesadas 0,0057 g de dicromato de potássio (K2Cr2O7) seco em 

estufa por 3 horas. Essa massa foi dissolvida em 50 mL de água. Foram adicionados 

0,5108 g de KI e 5 mL de HCl concentrado. Esta solução foi titulada com a solução 

de tiossulfato de sódio, 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 titulação foi continuada até a cor azul desaparecer. 

Cr2O7
-2 + 6I-1 + 14H+

 2Cr+3 + 3I2 + 7 H2O  (9) 

I2 + 2S2O3
-2
 2I- + S4O6

-2     (10) 

 

3.4 Bactérias redutoras de sulfato - produção de H2S biogênico 

 

Neste trabalho, foram utilizados consórcios microbianos enriquecidos com 

bactérias redutoras de sulfato provenientes da água do mar. As culturas foram 

mantidas em meio Postgate E (POSTGATE, 1984), modificado, cuja composição é 

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

Meio Postgate (1L) 

Componente Quantidade 

KH2PO4 0,5 g 

NH4Cl 1,0 g 

Na2SO4 1,0 g 

CaCl2.7H2O 0,67 g 

MgCl2.6H2O 1,68 g 

Extrato de levedura 1,0 g 

Ácido ascórbico 0,1 g 

Agar 1,9 g 

NaCl 9 g 

Lactato de sódio 7mL 

Resazurina (0,025%) 4mL 

FeSO4.7H2O 0,5 g 

Fonte: POSTGATE, 1984. 

O meio foi preparado pela adição dos componentes descritos na tabela 5 

e seu pH foi ajustado a 7,6 com solução de NaOH 0,1M. Para garantir a condição de 

anaerobiose, o meio foi purgado com N2 e distribuído em frascos tipo penicilina 

vedados com rolhas de borracha e lacres metálicos. Em seguida, os fracos com 

meio foram autoclavados a 1atm por 20 min. Prosseguiu-se então a inoculação dos 

meios com 10%(v/v) da cultura, sendo os frascos a seguir incubados em estufa 

bacteriológica a 30°C. 

O crescimento celular foi observado através da mudança de cor do meio 

de incolor/ligeiramente rosa para preto, devido à formação de precipitado de sulfeto 

de ferro, resultado da reação do ferro constituinte do meio com H2S gerado pela 

atividade metabólica das BRS. 

Após um período de incubação de 10 dias, a cultura foi quantificada pela 

técnica do número mais provável (NMP) e a concentração de sulfeto produzido foi 

determinada por iodometria e pelo biossensor proposto neste trabalho. O mesmo foi 

realizado após mais 11 dias de incubação (totalizando 21 dias de crescimento). 
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3.4.1 Quantificação por Número Mais Provável (NMP) 

 

A quantificação celular das BRS foi feita a partir de diluições seriadas (10-1 a 

10-8) em solução redutora. Para tanto, alíquotas de 1 mL de cada di luição foram 

semeadas em 9 mL de meio Postgate E em frascos tipo penicilina, em triplicata, que 

a seguir foram incubados em estufa bacteriológica a 30°C por 21 e 28 dias. Para 

cada período de incubação foi feita a leitura, considerando positivos os frascos 

apresentando enegrecimento do cultivo, e negativos aqueles que não apresentaram 

variação do aspecto em comparação ao meio original. Determinados os casos 

positivos e negativos foram feitos os cálculos com base na Tabela de NMP (Anexo 

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

 

3.5 Ensaios com o biossensor 

 

3.5.1 Preparo do biocomponente 

 

O preparo das suspensões celulares uti lizadas no biossensor consistiu na 

centrifugação do meio a 500 rpm por 1min e 30 s para remoção do enxofre, seguida 

da centrifugação do sobrenadante a 10.000 rpm por 25 min para a precipitação de 

células, que foram ressuspensas em um primeiro momento em meio ATCC e, 

posteriormente, em água desti lada, após a observação 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 após 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 ressuspensão e uti lização no biossensor. 

 

3.5.2 Curva de calibração a partir de sulfeto inorgânico 

 

Nos testes do sistema biossensor, 15mL das suspensões 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 solução de H2S, em concentração 
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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 solução de NaOH 1M 

e o Frasco Erlenmeyer foi parcialmente fechado com gaze para minimizar a perda 

de H2S. Os testes foram feitos sob agitação para facilitar a dissolução do oxigênio no 

meio líquido. Os testes foram realizados para concentrações de 10, 30, 50 e 100 

mg/L de sulfeto, além do branco (sem sulfeto). As concentrações celulares utilizadas 

nestes testes foram de 0,65 g/L (DO620nm=1) e 1,45g/L (DO620nm=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 reação para 1,0 com o intuito de verificar 

a influência do pH inicial na resposta do sistema. Além do branco sem sulfeto, foi 

realizado outro branco sem células na concentração de sulfeto igual a 30 mg/L para 

verificar a influência do H2S na resposta do biossensor, a fim de garantir que a 

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

 

3.5.3 Testes com sulfeto biogênico 

 

Os testes com o H2S produzido pelas BRS, obtido de acordo com o item 3.4, 

seguiram o mesmo procedimento do item 3.5.2, alterando somente a solução de 

sulfeto inorgânico pelo sulfeto produzido pelas BRS. A concentração de sulfeto 

produzido pelas BRS também foi determinada previamente por iodometria 

(procedimento descrito no item 3.3). 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Curva de crescimento de Acidithiobacillus thiooxidans 

4.1.1 Perfil de crescimento  

O perfil de crescimento da cepa Acidithiobacillus thiooxidans FG01 em meio 

ATCC é apresentado no Gráfico 1. Pode-se notar uma fase lag com duração de três 

dias, seguindo-se a fase exponencial de crescimento até o sétimo dia. Após esse 

período, observa-se nas curvas um patamar (fase estacionária) seguido de um 

ligeiro decaimento. 
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Gráfico 1 – Curva de crescimento do A. thiooxidans (resultados de três réplicas) 

 

Para a utilização deste microrganismo como biocomponente do biossensor 

proposto neste trabalho, é necessária um alta concentração de células ativas, logo, 

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

ser utilizada como inóculo. 

Além da análise por turbidimetria para o acompanhamento do crescimento, 

também foram feitas medidas diárias do pH, cujo resultado é apresentado no Gráfico 

2. 
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Gráfico 2 – Medidas de pH ao longo do crescimento microbiano (resultados de três 

réplicas) 

 

 

Pode-se notar que a diminuição do pH resultante da oxidação do enxofre por 

A. thiooxidans não está atrelada ao seu crescimento, pois nos primeiros dias já se 

observa uma diminuição do pH embora a concentração celular tenha se mantido 

inalterada. Este resultado corrobora com o trabalho de Lee (2006) que observou 

uma redução no pH no meio de crescimento logo nos primeiros dias de cultivo e 

chegou à conclusão de que esta redução não é associada ao crescimento 

microbiano. 

 

4.1.2 Perfil de crescimento em diferentes valores de pH 

O biossensor proposto neste trabalho tem sua aplicação na indústria de 

petróleo, onde a corrosão se dá principalmente devido à agua produzida associada 

ao óleo, a qual pode apresentar características físico-químicas variadas. Nesse 

contexto, o crescimento de A. thiooxidans foi avaliado em diferentes valores de pH 

inicial de acordo com os valores de pH da água produzida encontrados na literatura 

e as curvas obtidas são apresentadas no Gráfico 3. Os resultados obtidos 

corroboram com o fato de A. thiooxidans ser um microrganismo acidófilo, pois seu 

crescimento diminui de acordo com o aumento do pH, não havendo crescimento em 
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pH próximo à neutralidade. Observando o Gráfico 3, podemos notar que houve 

crescimento nos valores de pH 3, 4 e 5, porém em pH 6, A. thiooxidans não 

apresentou crescimento significativo, confirmando o que foi estabelecido por Knaysi 

já em 1943. Em seu trabalho, o autor destacou tanto a habilidade de crescimento 

deste microrganismo em pH 1, quanto a inibição de seu crescimento em pH ≥ 6. 

 

Gráfico 3 – Influência do pH no crescimento de A. thiooxidans 

 

 

4.1.3 Perfil de crescimento na presença de hidrocarboneto 

 

Além de diferentes características físico-químicas, a água produzida também 

possui composição variada, apresentando diferentes teores de hidrocarbonetos 

dependendo da formação geológica e da localização geográfica do reservatório, e 

sobretudo, da etapa de separação óleo/água. Assim, o crescimento de A. 

thiooxidans também foi avaliado em meio contendo o hidrocarboneto naftaleno, uma 

vez que esta classe de substâncias pode apresentar toxicidade, inibindo seu 

crescimento. As curvas obtidas encontram-se no Gráfico 4. 
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Gráfico 4 – Influência da concentração de hidrocarboneto no crescimento do A. 

thiooxidans 

 

 

Analisando os resultados, para as concentrações de naftaleno analisadas 

observa-se que A. thiooxidans foi capaz de crescer, em meios com até 1000 mg/L 

do hidrocarboneto, havendo inibição do seu crescimento a partir de 1500 mg/L. Não 

foram encontrados na literatura trabalhos que avaliassem a influência de 

hidrocarbonetos no crescimento de A. thiooxidans, porém, Waksman e Starkey, em 

1922, apontaram que o crescimento deste microrganismo não é prejudicado pela 

presença de matéria orgânica e bicarbonatos, apesar de le ser quimiolitotrófico. No 

entanto, pode-se verificar no Gráfico 4 que o crescimento acontece mais lentamente 

na presença destes compostos, mostrando ser necessário um período para a 

adaptação do microrganismo. 

 

4.2 Peso seco 

 

Para ser utilizada no biossensor, é importante que a dispersão celular tenha 

concentração conhecida. Assim, uma curva de concentração versus absorbância foi 

obtida, conforme apresentado no Gráfico 5. Sendo possível, através da equação da 
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reta (Equação 3), correlacionar a leitura da absorbância a 620 nm com a 

concentração celular, expressa em g/L. 

Gráfico 5 – Curva de peso seco de A. thiooxidans 

 

 

Abs= 1,4884.C + 0,0316     (3) 

 

A equação descrita acima foi utilizada em todos os experimentos posteriores 

para determinação da concentração celular através dos valores de absorbância lidos 

em espectrofotômetro. De acordo com esta equação, uma densidade óptica (DO620) 

igual a 1, corresponde a uma concentração 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 

óptica, porém para outra cepa de A. thiooxidans, uma concentração em torno de 0,5 

g/L. 
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4.3  Testes com o sistema do biossensor 

4.3.1 Condições do sistema: Tempo reacional e preparo das células 

 

A) Preparo das células e das soluções de H2S em meio 

Inicialmente, as células obtidas do meio de crescimento após 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 

análise para verificar a influência de retirar as células do meio de crescimento após 6 

dias de cultivo, centrifugá-las e deixá-las até o dia seguinte para então ressuspendê-

las e utilizá-las no biossensor proposto. Os resultados da diferença no tempo de 

utilização das células são apresentados no Gráfico 6. As soluções de H2S, 

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

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

reação) 

 

 

Observando o Gráfico 6, verifica-se que as células que ficaram por um 

período fora das condições ótimas de crescimento geraram maiores resultados de 

variação de potencial, pois este período de carência nutricional (estarvação) fez com 

que o metabolismo delas se acelerasse quando em condições adequadas 

novamente. 
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B) Tempo reacional 

Biossensores microbianos normalmente apresentam um tempo de resposta 

maior que de outros instrumentos, pois há necessidade de um tempo de contato 

entre o biocomponente e o analito de interesse. Apesar disso, quanto menor for seu 

tempo de resposta, melhor será o instrumento, pois permitirá a realização de 

diversas análises em um curto espaço de tempo. Assim, o tempo reacional foi 

avaliado, fazendo o ensaio com o biossensor para diferentes concentrações de 

analito durante 180 min, de acordo com o procedimento descrito no item 3.5.2. O 

resultado é apresentado no gráfico 7, e o tempo reacional escolhido foi de 140 min, 

pois neste tempo todas as curvas já haviam atingido o equilíbrio. 

Gráfico 7 – Avaliação do tempo reacional para diferentes concentrações de analito 

 

 

C) Repetibilidade 

Com o tempo de resposta definido, a repetibilidade do sistema foi avaliada 

fazendo-se três ensaios para a avaliação da variação da resposta do transdutor 

seguindo o procedimento descrito no item 3.5.2. Os resultados são apresentados no 

Gráfico 8, onde verifica-se que preparando as células e as soluções de H2S em meio 

ATCC não houve repetibilidade. Observou-se que isso pode ter ocorrido devido aos 

componentes do meio que poderiam ter precipitado sulfeto, dificultando o método da 

titulação para determinação da concentração e podendo ocasionar erros na medida.  
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A repetibilidade é uma característica importante para um instrumento de 

medição, pois ela representa a sua capacidade em responder com o mesmo sinal 

sempre que as condições da amostra forem iguais. Desta forma, a suspensão 

celular para aplicação no biossensor e a solução de H2S passaram a ser preparadas 

em água destilada e foi verificado novamente o tempo reacional e a repetibilidade do 

biossensor seguindo o procedimento descrito no item 3.5.2. 

 

Gráfico 8 – Análise da repetibilidade dos dados para tempo de reação de 140 min e 

solução de células e H2S preparadas em meio ATCC 

 

 

Fazendo o preparo das células e das soluções de H2S em água para 

eliminar os interferentes presentes no meio ATCC, verifica-se através do Gráfico 9 

que o tempo reacional permaneceu o mesmo (140 min), apesar da concentração de 

100mg/L não ter se mostrado estável neste tempo, o que não limita sua inclusão 

para a construção da curva de calibração do biossensor, uma vez que este 

instrumento pode ser usado mesmo em estado transiente (SCHELLER et al., 1985), 

desde que a medida seja repetitiva, o que é mostrado na Tabela 1, onde é 

apresentado os valores da variação de potencial obtidos em três réplicas para a 

concentração de 100mg/L no tempo de 140 min. O resultado se mostra repetitivo, 

uma vez que o desvio padrão calculado para as três réplicas foi pequeno (0,47 mV). 
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Gráfico 9 – Avaliação do tempo reacional para o biossensor usando solução de 

células e H2S preparadas em água 

 

 

Ainda analisando o Gráfico 9, podemos concluir que quanto menor a 

concentração de analito, mais rápido o sistema entra em equilíbrio, pois quanto mais 

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

células vão demorar para assimilar este substrato.  

 

Tabela 1 - Variação de potencial obtidos em três réplicas para a concentração de 

100mg/L no tempo de 140min 

 
Réplica 

1 

Réplica 

2 

Réplica 

3 
Média 

Desvio 

Padrão 

 Potencial 
(mV) 

19 18 19 18,67 0,47 

 

 

D) Experimento controle 

Um experimento controle foi feito para verificar se o H2S poderia afetar o 

potencial do biossensor mesmo na ausência de microrganismos. Por isso, e com o 

intuito de confirmar que a resposta do biossensor foi resultado some nte do 

metabolismo do A. thiooxidans, foi feito um branco com uma solução de H2S na 
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concentração de 30mg/L com pH inicial igual a 3,0. O resultado deste ensaio é 

mostrado no Gráfico 10. 

Gráfico 10 – Variação do potencial no tempo para um ensaio branco (sem células)  

 

Verificou-se através do Gráfico 10 que na ausência do biocomponente, o 

potencial medido diminuiu ao longo do tempo (∆Potencial=-2mV para t=140min). 

Este resultado difere do encontrado por Ebrahimi et al. (2014), que realizando um 

experimento semelhante a este, encontraram uma variação positiva de 6mV no 

potencial medido para uma solução de H2S na concentração de 30mg/L. Esta 

variação foi justificada como sendo resultado da conversão do H2S a H+ e HS-. A 

variação encontrada no presente trabalho pode não ter sido positiva devido à perda 

de H2S no sistema construído, evidenciando a necessidade da construção de um 

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

 

4.3.2 Influência da concentração celular e do pH inicial na resposta do 

biossensor 

Foi verificada a influência da concentração de células e do pH inicial de 

reação na resposta do biossensor. Foram testados os valores de pH 1,0 e 3,0 e as 

concentrações celulares de 1,45g/L e 0,65g/L, seguindo o procedimento descrito no 
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item 3.5.2 e a curva do Gráfico 5, com concentração fixa de H2S de 30mg/L.  Os 

resultados são apresentados no Gráfico 11. 

 

Gráfico 11 – Influência da concentração de células e do pH inicial na resposta do 

biossensor 

 

 

Pode-se observar que para a menor concentração de células testada 

(0,65g/L), não há 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 uti lizado, possivelmente haverá uma resposta mais estável para a 

concentração de 0,65mg/L de células. Além disso, nos ensaios realizados com esta 

concentração celular, observou-se uma diminuição nos valores de potencial obtidos, 

diferentemente dos resultados dos ensaios com a concentração celular de 1,45g/L, a 

qual, conforme esperado, apresentou um aumento do potencial com o tempo. Este 

resultado está coerente com o obtido no experimento controle (sem células) 

discutido no Gráfico 10, uma vez que ambos apresentaram uma diminuição no 

potencial caracterizada pela perda de H2S. 

Já para diferentes valores de pH, o maior valor testado (pH=3,0) gerou uma 

maior variação no potencial, em função do tempo reacional, o que o torna mais fácil 

de ser detectado quando comparadas às variações das demais concentrações do 
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analito. Assim, os melhores resultados encontrados neste trabalho foram pH 3,0 e 

concentração celular 1,45 g/L (DO620nm=2,2) e a curva de calibração do instrumento 

proposto foi elaborada a partir destes valores. 

 

4.3.3 Elaboração da curva de calibração do biossensor 

 

Segundo o INMETRO, a calibração de um instrumento de medição é o 

conjunto de operações que estabelece, sob condições especificadas, a relação entre 

os valores indicados por ele e os valores correspondentes das grandezas 

estabelecidas por padrões. Uma curva de calibração mostra a resposta de um 

método analítico para quantidades conhecidas de um determinado componente, 

sendo feita a partir de soluções padrão deste componente (SKOOG et al.,2006).  

A curva de calibração de um biossensor é traçada a partir de um conjunto de 

pontos obtidos experimentalmente observando o sinal do transdutor para uma 

determinada concentração de analito. No presente trabalho, a curva de calibração foi 

elaborada a partir da média da variação de potencial para o tempo de 140min obtida 

de 3 ensaios para cada concentração de sulfeto testada (0mg/L; 10mg/L; 30mg/L; 

50mg/L e 100mg/L) e seu perfil é mostrado no Gráfico 12. É importante ressaltar 

que, antes de serem usadas nos ensaios, as soluções de sulfeto foram 

padronizadas pelo método da iodometria, descrito no item 3.3. 

Gráfico 12 – Curva de calibração do biossensor proposto 
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Analisando o Gráfico 12, observa-se que a relação entre o potencial medido 

pelo transdutor e a concentração de sulfeto na solução padrão preparada é linear, 

apresentando boa correlação entre os dados obtidos experimentalmente 

(R2=0,9658), além de baixo desvio padrão entre as réplicas de cada concentração 

analisada. A equação da reta apresentada neste gráfico foi utilizada para o cálculo 

da concentração de sulfeto nas amostras de BRS que será discutida no próximo 

tópico. 

4.3.4 Testes com sulfeto biogênico 

 

Após a curva de calibração elaborada, foram feitos testes com amostras de 

BRS para a medida da concentração do sulfeto produzido por elas. Os testes foram 

feitos para culturas de BRS após 10 e 21 dias de incubação em pH=3,0 e 

Ccelular=1,45 g/L e os resultados se encontram nos Gráficos 13 e 14. O aumento do 

potencial no tempo apresentado nesses gráficos indica a metabolização do sulfeto - 

produzido pelas BRS - pelo A. thiooxidans. 

 

Gráfico 13 – Variação de potencial em amostras de BRS após 10 dias de incubação 
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Gráfico 14 – Variação de potencial em amostras de BRS após 21 dias de incubação 

 

 

As BRS após 10 e 21 dias de incubação foram diluídas dez vezes e o sulfeto 

produzido por elas foi quantificado de duas formas: primeiramente, a concentração 

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 concentração do sulfeto produzido pelas BRS  

  Iodometria Biossensor 

Período de incubação 
(dias) 

10 21 10 21 

Concentração de sulfeto 
(mg/L) 

133,33 195,8 146,6 211,2 

Erro (comparativo) - 10% 8% 

 

Observando a Tabela 2, pode-se dizer que as condições testadas neste 

trabalho viabilizam a construção do biossensor proposto, visto que comparando esta 

técnica com a iodometria, os erros calculados são razoáveis (em torno de 10%). 
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Após seu desenvolvimento, o biossensor pode vir a ser uma técnica analítica 

alternativa as atuais técnicas para determinação de sulfeto, como a iodometria. Além 

disso, possibilitaria a realização de análises in situ e apresentaria um custo 

relativamente baixo, visto que o componente biológico, principal componente a ser 

substituído no biossensor quando necessário pode ser obtido a baixo custo. 

Aliadas aos resultados obtidos neste trabalho, essas características fazem 

do biossensor uma alternativa viável para a quantificação de sulfeto visando à 

medição da atividade de BRS na indústria de óleo e gás. 

Além da quantificação de sulfeto biogênico, também foi feita a contagem de 

BRS pela técnica do NMP nas culturas utilizadas, após 10 e 21 dias de incubação. 

Os resultados são apresentados na Tabela 3. 

Tabela 3: Contagem de BRS pela técnica NMP 

  
Após 10 dias de 

incubação 

Após 21 dias de 

incubação 

Contagem de células 2,3 x 101 NMP/mL 1,1 x 104 NMP/mL 

 

De acordo com a concentração inicial de sulfato no meio usado no 

crescimento das BRS, a concentração máxima 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 incubação mostram que as 

células de BRS estavam em atividade, o que causaria problemas para a indústria de 

óleo & gás. Se as células não estivessem em um meio favorável a sua atividade, 

não necessariamente acarretaria problemas para a indústria, visto que os riscos são 

gerados através de compostos provenientes do metabolismo microbiano. Porém, 

mesmo que as BRS estejam em estado de latência, uma concentração muito alta de 

células, pode apresentar riscos, pois sabemos que algumas operações da indústria 

de óleo e gás, geram condições favoráveis ao metabolismo dessas bactérias.  

 

 



47 

 

 

 

5 CONCLUSÃO 

 

A formação de sulfato pelo A. thiooxidans através da oxidação do sulfeto tem 

sido explorada na aplicação em biossensores para detecção de sulfeto de 

hidrogênio e, posterior aplicação na determinação da atividade de bactérias 

redutoras de sulfato na indústria de óleo & gás, o que foi comprovado através dos 

resultados obtidos neste trabalho. Este biocomponente pode ser aplicado nesta 

indústria, uma vez que ele suportou concentrações altas de hidrocarboneto em seu 

meio de crescimento (1000mg/L), além disso, ele se mostrou eficiente na detecção 

de diferentes concentrações (10mg/L; 30mg/L; 50mg/L e 100mg/L) do analito 

(sulfeto) e quando foi avaliado nos ensaios com amostras de BRS, apresentou 

resultados coerentes.  

Dentre as condições testadas para a construção do biossensor, foram 

consideradas melhores de acordo com a resposta obtida, a concentração celular de 

1,45g/L e pH inicial de reação igual a 3,0. 

A comparação do método proposto com um método analítico já desenvolvido 

(iodometria) também mostra que o sistema proposto é satisfatório, visto que os erros 

de medida foram em torno de 10%. Porém, a influência de parâmetros como a 

concentração 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 condições 

propostas se mostrou satisfatório, 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 SUGESTÕES 

 

Como sugestões para trabalhos futuros destacam-se: 

 Estudar a aplicação de outro biocomponente, como o Thiobacillus thioparus, 

por exemplo, a fim de diminuir o tempo reacional, visto que há relatos na 

literatura da utilização desde microrganismo com tempos reacionais bem 

menores; 

 Fazer mais testes com o sistema para avaliar os parâmetros que influenciam 

(testar mais valores de pH e concentração celular, assim como, temperatura e 

agitação); 

 Elaborar um sistema mais robusto para minimizar a perda de gás e adicionar 

aeração ao sistema, pois, além do biocomponente ser aeróbio, a 

estequiometria de formação de sulfato pela oxidação do H2S depende de O2; 

 Imobilizar o biocomponente em diferentes suportes e avaliar seu 

desempenho; 

 Avaliar índices de corrosão por BRS através de corpos de prova e estudar a 

sua relação com a produção biogênica de sulfeto. 
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Número de tubos positivos 
observados em cada diluição 

NMP de microrganismos 
por mL na primeira 

diluição 1ª 
diluição 

2ª 
diluição 

3ª 
diluição 

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 diluições sucessivas 

Fonte: Journal of Validation Technology, 2010. 


