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RESUMO 
 

A corrosão influenciada por micro-organismos (CIM) é a mudança do potencial 
eletroquímico na interface metal/solução, causado pela produção de metabólitos de 
bactérias e fungos que crescem aderidos a superfícies metálicas na forma de 
biofilmes. O conhecimento da microbiota dos biofilmes permite a escolha do melhor 
antimicrobiano a ser utilizado para reduzir os efeitos da CIM. A abordagem 
polifásica, que consiste na associação de técnicas morfológicas, químicas e 
genéticas, é interessante para uma correta caracterização de micro-organismos. A 
espectroscopia no infravermelho aparece como uma opção para a identificação de 
fungos e bactérias devido à rapidez na execução e ao menor custo, quando 
comparado com as demais técnicas. O objetivo deste trabalho foi o isolamento e a 
identificação polifásica de micro-organismos presentes em corpos de prova 
metálicos instalados na Usina Hidrelétrica de Tucuruí (PA), e a avaliação do melhor 
biocida a ser utilizado para o controle da formação de biofilmes. As coletas foram 
feitas a cada dois meses entre 2011 e 2012, e os micro-organismos identificados por 
macro e micromorfologia, bioquimismo e biologia molecular. Os antimicrobianos 
Orobor, MXD-100 (MaxClean®), hidróxido de sódio, extrato de aroeira (Schinus 
terebinthifolius) e extrato de erva-mate (Ilex paraguariensis) foram testados quanto a 
sua eficiência. Os dados foram analisados por ANOVA (p<0,01) seguido por teste de 
Scott-Knott para comparação das médias (p<0,05). Foram isoladas 358 bactérias 
aeróbias ou anaeróbias facultativas, pertencentes em sua maioria aos gêneros 
Bacillus, Citrobacter, Shigella, Pseudomonas, Enterobacter e Acinetobacter. Foi 
verificada a presença de bactérias redutoras de sulfato e bactérias oxidantes de 
ferro, além do isolamento de 94 fungos, com predomínio dos gêneros Penicillium e 
Aspergillus. Os antimicrobianos MXD-100 1 ppm e 3 ppm, Orobor 10 mL/L e NaOH 
pH 14 foram os mais eficientes no controle, reduzindo em aproximadamente 35% o 
crescimento bacteriano e fúngico. A espectroscopia no infravermelho foi testada 
para classificação microbiana, e se mostrou eficiente na identificação de fungos 
filamentosos, mas novas metodologias devem ser testadas para a identificação 
bacteriana. A caracterização de micro-organismos encontrados nos corpos de prova 
metálicos mostra a biodiversidade da região e está relacionada ao processo de 
biocorrosão, possibilitando o desenvolvimento de novas estratégias de controle. 
 

 

Palavras chave: Biofilme, biocorrosão, biocida e NIRS. 
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ABSTRACT 

 

Microbially Influenced Corrosion (MIC) is the change of electrochemical potential at 
the interface metal/solution, caused by metabolites produced by bacteria and fungi 
growing in metallic surfaces as biofilms. The knowledge of biofilms’ microbiota allow 
us to choose the best biocide to reduce the effects of MIC. Polyphasic approach, 
consisting in associate morphological, chemical and genetical techniques, is 
interesting for the correct characterization of micro-organisms. Infrared spectroscopy 
shows up as an option to identify fungi and bacteria because of faster response and 
lower costs, when compared with other techniques. The aim of this work were the 
isolation and the polyphasic identification of micro-organisms present in metallic 
coupons installed in Tucuruí’s Power Plant (PA), and the evaluation of the best 
biocide to be used for the control of biofilm formation. Samples were collected every 
two months during 2011 and 2012, and micro-organisms were identified by macro 
and micromorphology, biochemical assays and molecular tools. The efficiency of 
biocides Orobor, MXD-100 (MaxClean®), sodium hydroxide, Schinus terebinthifolius 
extract and Ilex paraguariensis extract were tested. Data were analyzed by ANOVA 
(p<0.01) followed by Scott-Knott test for comparison of means (p<0.05). It was 
isolated 358 aerobic or facultative anaerobic bacteria, belonging mostly to the genera 
Bacillus, Citrobacter, Shigella, Pseudomonas, Enterobacter and Acinetobacter. 
Sulfate-reducing and iron-oxidizing bacteria were also found, in addition of isolation 
of 94 fungi, with prevalence of the genera Penicillium and Aspergillus. MXD-100 1 
ppm and 3 ppm, Orobor 10 mL/L and NaOH pH 14 were the most efficient biocides, 
reducing approximately 35% of bacteria and fungi. Infrared spectroscopy was tested 
for micro-organisms classification, and it was efficient to identify filamentous fungi, 
but new methodologies need to be tested to bacterial identification. The 
characterization of micro-organisms found on metal surfaces highlights the 
biodiversity of the region and can be related to the process of biocorrosion, enabling 
the development of new strategies for its control. 
 

 

Key words: Biofilm, biocorrosion, biocide and NIRS. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A geração de energia no Brasil é proveniente de hidrelétricas, termoelétricas 

(gás natural, petróleo, biomassa, nuclear e carvão mineral), centrais geradoras 

eólica e solar. Entretanto, a energia hidráulica é a mais utilizada. São 1064 centrais 

que totalizam aproximadamente 70% da produção nacional. A bacia do 

Tocantins/Araguaia possui potencial de 28000 MW, dos quais 8535 MW são 

aproveitados pela usina hidrelétrica Tucuruí I e II, no Pará. Tucuruí é a responsável 

pela maior parte da energia produzida no país (ANEEL, 2014). 

Devido à oscilação da temperatura de suas águas, o Brasil apresenta 

condições favoráveis ao desenvolvimento de biofilmes, que consiste na deposição 

de micro-organismos a superfícies sólidas (MACIEL FILHO, 1982). O biofilme é 

composto predominantemente de água, e os micro-organismos representam apenas 

10% da massa seca. Os 90% restantes referem-se à matriz formada por 

biopolímeros extracelulares, como polissacarídeos, proteínas e ácidos nucleicos, 

que geram uma estrutura tridimensional favorável à adesão e coesão do biofilme 

(FLEMMING; WINGERDER, 2010). 

Entretanto, o acúmulo de biofilme ocasiona um problema chamado biofouling. 

Isso ocorre porque a excreção de metabólitos, como enzimas, ácidos orgânicos e 

amônia, altera o potencial eletroquímico da interface metal/solução colonizados, 

favorecendo a corrosão influenciada por micro-organismos (CIM) (VIDELA; 

HERRERA, 2004). A CIM afeta diversos setores da economia, podendo ser citadas 

a indústria naval, química e bioquímica, usinas de geração energética e sistemas de 

distribuição de água, e atua limitando a transferência de calor e massa em 

tubulações e tanques (BEECH, 2004). Entre os micro-organismos encontrados nos 

biofilmes causadores da corrosão microbiana, podem-se citar as enterobactérias, 

bactérias dos gêneros Pseudomonas e Bacillus, bactérias redutoras de sulfato, 

bactérias oxidantes do ferro, bactérias oxidantes do enxofre e fungos filamentosos 

(MARANGONI et al., 2013). 

Embora a formação do biofilme envolva a cooperação entre diferentes 

espécies, o que altera as vias metabólicas, o isolamento e a identificação dos micro-

organismos envolvidos podem aumentar o conhecimento sobre este processo 
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(WINTERMUTE; SILVER, 2010). Porém, alguns tipos bacterianos, como bactérias 

sulfato redutoras ou bactérias oxidantes do enxofre, são de difícil isolamento, o que 

torna o entendimento do processo ainda mais complicado. Além disso, outros micro-

organismos, cujo crescimento não é tão fastidioso, exigem uma abordagem 

polifásica para sua correta identificação. Nesta, dados de caracteres morfológicos 

(macro e microscópicos), fisiológicos e bioquímicos necessitam ser aliados a dados 

de análise genética, seja por marcadores moleculares ou mesmo por 

sequenciamento de determinadas regiões do DNA (VANDAMME et al., 1996). 

A necessidade de novas técnicas mais rápidas e baratas para identificação 

destes micro-organismos levou à utilização da espectroscopia no infravermelho, 

técnica promissora devido à grande quantidade de informação gerada (BARTH; 

HARRIS, 2009). Como ferramenta taxonômica em biologia, a espectroscopia no 

infravermelho tem sido estudada em diversos taxa, como vírus, algas, plantas, 

fungos, bactérias e nematóides. Esta técnica pode ser uma alternativa 

complementar aos dados obtidos por morfologia e biologia molecular, levando ao 

aumento da acurácia na identificação, bem como à diminuição do tempo despendido 

para tal (ALVAREZ-ORDÓÑEZ; PRIETO, 2012). A espectroscopia no infravermelho 

é capaz, inclusive, de detectar diferentes padrões de metabolismo, como uma 

impressão digital característica de cada grupo celular (RUBIO et al., 2006). Isso 

ocorre devido ao aumento da vibração de átomos quando estimulados pelo 

infravermelho. Assim, diferentes moléculas terão absorções específicas 

(SOLOMONS; FRYHLE, 2005). 

A melhor maneira de se evitar a formação do biofilme é prevenir a adesão 

microbiana, através de limpeza e desinfecção regular. Para tal, agentes 

antimicrobianos podem ser utilizados no intuito de impedir ou diminuir a adesão de 

micro-organismos às superfícies. Entretanto, devem ser levadas em conta as 

características dos micro-organismos envolvidos. O biocida mais adequado depende 

de suas características químicas e principalmente da morfologia das células a serem 

atacadas. Devido a isso, é importante o conhecimento dos tipos celulares presentes 

no biofilme (BRIDIER et al., 2011). 

O presente trabalho visou isolar, quantificar e identificar micro-organismos 

potencialmente produtores de biofilme, de corpos de prova metálicos (aço carbono e 

aço inox) instalados na Usina Hidrelétrica Tucuruí, Pará, Brasil. Estes corpos de 

prova encontram-se instalados em máquinas irmãs na referida usina. Os micro-
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organismos isolados foram quantificados e identificados por meio de técnicas 

microbiológicas clássicas, moleculares e espectroscopia no infravermelho. Ainda, 

foram testados biocidas (NaOH, MXD-100, Orobor e extratos de erva-mate e aroeira) 

contra suspensões de micro-organismos isolados dos corpos de prova, visando 

estabelecer a melhor forma no controle da formação do biofilme. 

Com o isolamento, quantificação e identificação dos micro-organismos 

envolvidos no processo de biocorrosão, bem como a determinação da sua 

suscetibilidade aos biocidas, será possível desenvolver novas estratégias para 

reduzir seu efeito e diminuir as perdas econômicas nesse importante setor da 

economia. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

Este trabalho tem como objetivo geral isolar, quantificar e identificar micro-

organismos potencialmente produtores de biofilme, de corpos de prova metálicos 

instalados na Usina Hidrelétrica Tucuruí, Pará, Brasil; e testar os biocidas NaOH, 

MXD-100, Orobor e extratos de erva-mate e aroeira contra suspensões destes 

micro-organismos. 

Os objetivos específicos são: 

a) Isolar micro-organismos a partir de corpos de provas metálicos instalados na 

Usina Tucuruí, e quantificar por meio de contagem direta; 

b) Identificar bactérias aeróbias por meio de macro e micromorfologia e provas 

bioquímicas; 

c) Identificar Bactérias Oxidantes de Ferro por meios seletivos e microscopia 

óptica; 

d) Identificar Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) por meio de crescimento em 

sistema de anaerobiose e por PCR com oligonucleotídeos iniciadores específicos; 

e) Identificar fungos por macro e micromorfologia e por sequenciamento de 

nucleotídeos das regiões ITS do DNA ribossomal, porção do gene benA referente a 

β-tubulina, e genes ef-1α e rpb2, respectivamente referentes a fator de elongação α 

e subunidade II da RNA polimerase; 

f) Padronizar a metodologia para identificação de micro-organismos por 

espectroscopia no infravermelho; 

g) Construção de banco de dados de espectros de fungos por espectroscopia no 

infravermelho para identificação ao nível de gêneros e espécies; 

h) Testar os biocidas MXD-100, hidróxido de sódio, Orobor, e os extratos de 

erva-mate (Ilex paraguariensis) e aroeira (Schinus terebinthifolius) contra os micro-

organismos isolados dos corpos de prova, visando determinar sua eficiência e 

propor estratégias mais apropriadas para o controle da formação de biofilmes. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

3.1 Matriz energética brasileira 

 

 Embora pouco utilizada a nível mundial, a energia hidráulica representa a 

maior parte da energia elétrica produzida no Brasil (FIGURA 1). De acordo com o 

Plano 2015 da Eletrobrás, o Brasil é o país com maior potencial hidrelétrico. Isso se 

deve à presença de água doce em abundância, que flui por desníveis 

proporcionando a energia mecânica necessária para movimentar as turbinas das 

usinas. O uso da energia hidráulica é vantajoso por apresentar baixo custo de 

produção em relação às usinas termoelétricas, além de ser considerada limpa e 

renovável (ANEEL, 2014). 

 

 

 

 

FIGURA 1 – CAPACIDADE ENERGÉTICA BRASILEIRA INSTALADA ATÉ 31 DE 
DEZEMBRO DE 2012 
Legenda: CGH: Central Geradora Hidrelétrica; EOL: Energia Eólica; PCH: Pequenas 
Centrais Hidrelétricas; SOL: Energia Solar; UHE: Usina Hidrelétrica de Energia; UTE: Usina 
Termoelétrica de Energia; UTN: Usina Termonuclear. 
Fonte: ANEEL (2014) 

 

A bacia do Tocantins/Araguaia possui potencial de 28000 MW, dos quais 

8535 MW são aproveitados pela usina hidrelétrica Tucuruí I e II, no Pará. A UHE 

Tucuruí é a responsável pela maior parte da energia produzida exclusivamente para 

o país (QUADRO 1), e está localizada a 400 Km de Belém (PA), no município de 

Tucuruí (FIGURA 2) (ANEEL, 2014). 
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NOME DA USINA LOCALIZAÇÃO CAPACIDADE DE PRODUÇÃO (MW) 

Região Norte  

Tucuruí I e II  Rio Tocantins  8.370 

Balbina  Rio Uatumã  250 

Região Nordeste 

Moxotó  Rio São Francisco  439 

Xingó  Rio São Francisco  3.162 

Região sudeste 

Ilha Solteira  Rio Paraná  3.444 

Porto Primavera  Rio Paraná  1.540 

Região Sul 

Itaipu  Rio Paraná  12.600 

Parigot de Souza  Rio Capivari  247 

Região Centro-Oeste 

Ilha Solteira  Rio Paraná  3.230 

QUADRO 1 – CENTRAIS GERADORAS DE ENERGIA ELÉTRICA NO BRASIL POR 
REGIÃO 
Fonte: ANEEL (2014) 

 

 

FIGURA 2 – USINA HIDRELÉTRICA DE TUCURUÍ. (A) LOCALIZAÇÃO DA CIDADE DE 
TUCURUÍ (PA), (B) VISTA AÉREA DA USINA 
Fonte: Google Earth (2014) 

 

Em regiões de clima tropical e subtropical, a temperatura da água na 

superfície geralmente é maior que a temperatura das águas mais profundas ao 

longo de todo o ano. Isso dificulta a homogeneização da temperatura, e promove a 

estratificação das águas, resultando em uma superfície rica em oxigênio e com 

condições favoráveis ao desenvolvimento de biofilmes. Além disso, quando 
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vegetação está presente próxima à usina, pode ocorrer deposição de material 

orgânico, que se decompõe, agravando a situação (MACIEL FILHO, 1982).  

 

 

3.2 Biofilmes 

 

Em um ambiente aquático, os micro-organismos raramente se encontram em 

suspensão, mas formando agregados que se aderem a superfícies sólidas, 

culminando com a formação de um biofilme. Foi na forma de biofilme que foram 

visualizadas as primeiras bactérias em 1684, quando Antonie van Leuwenhoek 

desenvolveu o primeiro microscópio (JAIN et al., 2007). 

O desenvolvimento do biofilme é favorável para os micro-organismos por 

diversas razões. É um importante mecanismo de defesa contra falta de nutrientes, 

alterações de pH, choque osmótico, radicais livres, radiação, desidratação, agentes 

anti-microbianos, antibióticos e predadores. Ainda favorece a colonização de 

diversos nichos ecológicos, inclusive ambientes considerados inóspitos. Em animais, 

o biofilme ajuda na evasão contra o sistema imune; possibilita mutações e 

recombinações pela troca de material genético e apresenta comportamento 

cooperativo, através da expressão de genes e produção de substâncias que 

promovem a “comunicação” entre células, permitindo sua reação e adaptação ao 

ambiente (JEFFERSON, 2004). 

O biofilme é composto predominantemente de água. Os micro-organismos 

contabilizam uma pequena porcentagem, cerca de 10% da massa seca, enquanto a 

matriz produzida por estas células totaliza os demais 90%. Tal matriz é formada por 

substâncias poliméricas extracelulares, chamadas de EPS (Extracellular Polymeric 

Substances), que consistem em polissacarídeos, proteínas, ácidos nucleicos, 

lipídeos e substâncias húmicas. As EPS, bem como os flagelos e fímbrias 

bacterianas, imobilizam as células, gerando uma estrutura tridimensional com 

“canais de água” que facilita adesão e coesão do biofilme, e a comunicação entre as 

células graças aos mecanismos de quorum sensing (FLEMMING; WINGERDER, 

2010). Quorum sensing é a comunicação bacteriana realizada através de sinais 

químicos dependentes da densidade celular, que atuam alterando a expressão 

gênica de processos como formação de biofilme, virulência, conjugação e produção 

de metabólitos (KALIA, 2013). 
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A formação do biofilme ocorre em três etapas principais (FIGURA 3). 

Primeiramente, moléculas orgânicas e pequenas partículas se aderem à superfície 

por difusão, formando um filme que favorece a adesão de micro-organismos. Tal 

adesão é reversível, e depende fortemente das propriedades físico-químicas da 

bactéria e da superfície, como carga e hidrofobicidade. Nas bactérias, tais 

propriedades estão correlacionadas com estruturas como os lipopolissacarídeos da 

parede celular, fímbrias, flagelos e pili (NGUYEN; YANG; YUK, 2014).  Com a 

adesão de mais células, e com o crescimento e proliferação das já aderidas, começa 

a produção de EPS, aumentando a força de interação e estabilizando o biofilme, 

protegendo-o contra estresse do ambiente (SREY; JAHID; HA, 2013). Com o tempo, 

partes do biofilme são liberadas, seja por atividade endógena ou por força 

cisalhante, podendo se aderir em outras superfícies formando novos biofilmes. Isso 

acontece para que a taxa de crescimento e a taxa de perda de massa atinjam um 

equilíbrio (ELVERS; LAPPIN-SCOTT, 2004). 

 

 

FIGURA 3 – ETAPAS PARA A FORMAÇÃO DO BIOFILME EM SUPERFÍCIES METÁLICAS 
Fonte: MARANGONI (2010) 

 

O crescimento do biofilme é limitado pela difusão de solutos. Na região mais 

próxima à superfície, a concentração de oxigênio é mais baixa, favorecendo o 

crescimento de micro-organismos anaeróbios. Na região mais externa, o oxigênio é 
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mais abundante, e é onde ocorre a multiplicação de bactérias aeróbias, fungos 

filamentosos e algas (JAIN et al., 2007).  

 

 

3.3 Biocorrosão 

 

A corrosão é um processo eletroquímico, que ocorre naturalmente entre um 

metal e o ambiente em que está inserido. A superfície metálica atua como ânodo, 

doando elétrons para o cátodo e promovendo a redução do oxigênio externo, 

conforme as reações abaixo (ZARASVAND; RAI, 2014): 

 

            
       Reação no ânodo 

 
                  Reação no cátodo em pH neutro ou alcalino 

             Reação no cátodo em pH ácido 

 

Segundo dados do Departamento de Transportes dos Estados Unidos, os 

custos da corrosão são de 137,9 bilhões de dólares anuais, sendo aproximadamente 

35% deste valor relacionado a utilidades (FIGURA 4), que inclui as usinas de 

geração energética e estações de tratamento de água e esgoto. Tais custos 

compreendem materiais e tempo disponibilizado para prevenção de corrosão, e a 

perda econômica devido à deterioração dos equipamentos e de possíveis problemas 

com o produto (FHWA, 2002). 

 

 

FIGURA 4 – CUSTO DA CORROSÃO POR CATEGORIAS 
Fonte: FHWA (2002) 

Infraestrutura 
16,4% 

Utilidades 
34,7% 

Transporte 
21,5% 

Manufatura 
12,8% 

Governamental 
14,6% 
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Os metais e as ligas metálicas, tais como cobre, aço carbono e aço 

inoxidável, também estão sujeitos à colonização por micro-organismos, o que pode 

influenciar nas propriedades físico-químicas, fenômeno denominado biocorrosão ou 

corrosão influenciada por micro-organismos (CIM). Dois  mecanismos de ação da 

CIM são conhecidos: o primeiro envolve os metabólitos microbianos, tais como 

enzimas, ácidos orgânicos, amônio e sulfeto de hidrogênio, que atuam como 

aceptores intermediários de elétrons provenientes da superfície metálica, alterando o 

potencial da superfície biofilme/metal (BEECH; SUNNER, 2006). Já o segundo se 

deve a formação de células de concentração, que ocorrem devido à diferença de 

concentração entre dois pontos ao longo da superfície metálica. A variação na 

quantidade de íons ou de oxigênio favorece a reação anódica ao redor do metal, 

promovendo a corrosão (ZARASVAND; RAI, 2014). 

 As bactérias aeróbias atuam na colonização primária da superfície. Alguns 

gêneros envolvidos no processo de adesão são Pseudomonas, Micrococcus, 

Enterococcus, Bacillus, Staphylococcus e enterobactérias. Conforme a espessura do 

biofilme aumenta e o gradiente de oxigênio se desenvolve, bactérias anaeróbias ou 

aeróbias facultativas se aderem, como as bactérias redutoras de sulfato, bactérias 

oxidantes do ferro, bactérias oxidantes do enxofre e bactérias oxidantes do 

manganês. No biofilme maduro também podem aparecer micro-organismos 

eucariotos, tais como algas e fungos filamentosos, por exemplo, Aspergillus e 

Penicillium (BEECH; SUNNER, 2006; COETSER; CLOETE, 2005; KINSEY; 

PATERSON; KELLEY, 2003; MARANGONI, 2013; SIQUEIRA et al., 2011). 

  

 

3.4 Controle microbiano 

 

A melhor maneira de se evitar a formação do biofilme é prevenir a adesão 

microbiana, através de limpeza e desinfecção regular. As técnicas para controle são 

as mais variadas: incorporação de antimicrobianos à superfície; modificação das 

características físico-químicas da superfície; adição de substâncias com atividade 

antimicrobiana, tensoativos ou com propriedades dispersantes (SIMÕES; SIMÕES; 

VIEIRA, 2010). 

Os biocidas são agentes que matam ou impedem o crescimento dos micro-

organismos. Podem ser classificados em desinfetantes, que destroem as células 
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vivas, mas não necessariamente os esporos; preservantes, que evitam a 

biodeterioração dos materiais; esterilizantes químicos, que destroem todas as 

células vivas, incluindo os esporos; e agentes antimicrobianos, que matam ou 

suprimem o metabolismo dos micro-organismos (SONDOSSI, 2004). 

De acordo com seu caráter químico, os biocidas podem ser classificados em 

oxidantes e não oxidantes. Os oxidantes atuam sobre constituintes básicos dos 

micro-organismos, sendo bastante efetivos. Por isso são muito utilizados, e dentre 

eles, podem ser citados os compostos a base de cloro, compostos a base de bromo 

e peróxido de oxigênio. Os não oxidantes são os compostos organo-sulfurados, 

isotiozolona, sais de cobre, aldeídos e sais quaternários de amônio. Estes 

compostos orgânicos agem na parede celular dos micro-organismos ou em seu 

metabolismo, e não depende da faixa de pH para atuar (VIDELA, 2002). 

Os alvos celulares dos biocidas são a parede celular, a membrana 

citoplasmática, proteínas funcionais ou estruturais, DNA, RNA ou outros compostos 

citosólicos. Ou seja, a substância deve entrar na célula para que atinja o efeito 

desejado. O biocida mais adequado depende de suas características químicas e 

principalmente da morfologia das células a serem atacadas (BRIDIER et al., 2011). 

A resistência dos micro-organismos ao biocida no biofilme não é 

necessariamente decorrente de mutações genéticas, mas de adaptações fisiológicas 

das células ao ambiente multicelular promovida por mecanismos de quorum sensing. 

Por exemplo, lipopolissacarídeos mais longos favorecem a adesão das bactérias nas 

superfícies metálicas, enquanto que a produção de biosurfactantes diminui a coesão 

entre as células. Além disso, a rede intrínseca de polímeros extracelulares da matriz 

dificulta a difusão do biocida nas áreas mais internas do biofilme, diminuindo a 

eficácia (BRIDIER et al., 2011; ZARASVAND; RAI, 2014). 

A corrosão influenciada por micro-organismos é responsável por diminuição 

de mais de 5% da eficiência de trocadores de calor, atores cruciais no 

funcionamento das usinas hidrelétricas. Alguns biocidas comumente usados na 

indústria, em pontos de resfriamento de água de processo são: gás cloro, hipoclorito 

de sódio, brometo de sódio, glutaraldeído, peróxido de hidrogênio, ozônio e aminas. 

Entretanto, o uso excessivo destes biocidas pode causar a depleção do oxigênio 

dissolvido na água, levando a futuros danos ambientais. Assim, novas alternativas 

devem ser testadas para garantir a eficiência como antimicrobiano, mas 
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considerando a segurança do meio ambiente quando usado em larga escala 

(CRISTIANI; PERBONI, 2014). 

 

3.4.1 MXD-100 

 

O MXD-100 é um biocida que impede a proliferação microbiana pela atuação 

como desnaturante de proteínas. É um composto a base de taninos, produzido pela 

empresa Max Clean, que se mostrou eficiente no controle da formação de biofilmes. 

É de baixa toxicidade e biodegradável no meio ambiente (MAXCLEAN, 2007). 

Algumas usinas, como Itaipu (PR) e Nova Ponte (MG), já utilizam o MXD-100 para o 

controle de organismos invasores, apresentando bons resultados contra o biofouling. 

A Usina Tucuruí implantou a injeção do biocida, mas sem avaliar sua eficiência in 

situ (MÄDER NETTO, 2011). 

 

3.4.2 Hidróxido de sódio 

 

O aumento de pH pela injeção de hidróxido de sódio (NaOH) evita a 

complexação do ferro, diminuindo a deposição de matéria orgânica nos metais e, 

consequentemente, a corrosão influenciada por micro-organismos (LACTEC, 2004). 

Nguyen, Yang e Yuk (2014) demonstraram a importância do pH na formação do 

biofilme, principalmente na etapa de adesão inicial. As forças eletrostáticas 

necessárias para a adesão à superfície metálica são diminuídas devido à presença 

de radicais hidroxila livres. 

Usinas como Governador Parigot de Souza (PR) e Governador José Richa 

(PR) utilizam o NaOH em seus sistemas, cujas instalações foram realizadas pelo 

Lactec (MÄDER NETTO, 2011). 

 

3.4.3 Orobor 

 

Orobor é um fertilizante agrícola com atividade inseticida que possui óleo 

essencial de laranja na sua formulação. Os óleos essenciais apresentam atividade 

antibacteriana, antifúngica, antiviral e antioxidante, o que torna este produto uma 

excelente alternativa ao uso de agrotóxicos na agricultura (BAKKALI et al., 2008). 

Prabuseenivasan et al. (2006) mostraram atividade antibacteriana in vitro do óleo 
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essencial da laranja, o qual apresentou efeito em diversas concentrações, até 

mesmo contra micro-organismos sabidamente presentes em biofilmes, como 

Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e Escherichia coli. 

Por ser um produto oleoso, o mesmo é impróprio para utilização como 

controle de biofilmes em grande escala. Entretanto o Orobor foi estudado nesse 

trabalho apenas no intuito de compreender o efeito do óleo essencial de laranja. 

 

3.4.4 Extrato de erva-mate (Ilex paraguariensis) 

 

 A erva-mate é uma árvore originária da América do Sul, e há séculos suas 

folhas têm sido usadas pelos nativos devido às suas propriedades estimulantes. 

Além disso, também apresenta atividade antibacteriana, antifúngica, antiviral e 

antioxidante. O extrato de Ilex paraguariensis contém xantinas, polifenóis, vitaminas 

A, B, C e E, e saponinas (BRACESCO et al., 2011). Burris et al. (2011) 

demonstraram os efeitos do extrato aquoso em concentrações baixas no controle de 

bactérias Gram negativas e positivas, como Escherichia coli e Staphylococcus 

aureus, respectivamente. O extrato também apresentou atividade fungicida contra 

Malassezia furfur, fungo causador da pitiríase, podendo ser utilizado como 

alternativa aos antifúngicos disponíveis atualmente (FILIP; DAVICINO; ANESINI, 

2010). 

 

3.4.5 Extrato de aroeira (Schinus terebinthifolius) 

 

 As folhas da aroeira são popularmente utilizadas no tratamento de 

candidíase, micoses e infecções por E. coli devido aos efeitos analgésicos (GOMES 

et al., 2010). O efeito antimicrobiano se deve à presença de terpenos, mas o extrato 

também apresenta fenóis, flavonoides e antraquinonas (DE LIMA et al., 2006). 

Moura-Costa et al. (2012) verificaram atividade antibacteriana, antifúngica, antiviral e 

antiparasitária do extrato aquoso do tronco da aroeira, com resultados superiores a 

de outras plantas da região do Paraná. 

 

 Uma vez que o biocida será adicionado no leito do rio, é de interesse estudar 

alternativas naturais para o controle da formação de biofilmes em sistemas de água. 

Considerando que as plantas produzem compostos com atividade biológica, e são 
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comumente utilizados como antimicrobianos no tratamento de doenças, os mesmos 

foram selecionados para teste neste trabalho. 

 

 

3.5 Técnicas clássicas para identificação de micro-organismos 

 

 Os micro-organismos precisam ser identificados com propósitos práticos, por 

exemplo, a determinação do melhor biocida a ser utilizado para o tratamento da 

água. Esta identificação é feita a partir de esquemas de classificação baseados nas 

características específicas de determinados grupos, sendo que a maioria dos 

protocolos utilizados visa à identificação mais rápida (TORTORA; FUNKE; CASE, 

2012). 

Devido à rapidez na geração dos resultados, as análises de morfologia de 

colônia, microscopia óptica, cultivos em meios seletivos e testes bioquímicos são 

utilizadas rotineiramente em laboratório (SENG et al., 2009). Meios de cultivo 

seletivos favorecem o crescimento apenas dos micro-organismos de interesse, 

facilitando a identificação. Dois exemplos de meios seletivos são o ágar Sabouraud, 

que devido ao pH mais ácido estimula o crescimento de fungos, e o ágar 

MacConkey, seletivo para bactérias Gram-negativas graças aos sais biliares e cristal 

violeta presentes em sua composição (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). 

Especificamente para bactérias, o Bergey’s Manual of Determinative 

Bacteriology é a referência mais utilizada para identificação com base em critérios 

fenéticos, como morfologia, fisiologia e atividade bioquímica (BRYANT, 2004). 

A análise mais prática é uma verificação morfológica de colônia quando 

cultivada em condições de crescimento específicas. Os critérios utilizados para a 

caracterização colonial são forma, tamanho, elevação, bordos, superfície, 

densidade, consistência e cor (KONEMAN et al., 2008). 

A análise microscópica de amostras bacterianas é dificultada em campo claro, 

devido ao índice de refração semelhante das células e o meio de montagem, o que 

requer o uso de corantes diferenciais (KONEMAN et al., 2008). De acordo com o 

produto utilizado, diferentes organelas podem ser visualizadas, permitindo o estudo 

de características morfológicas tais como tamanho, flagelo e inclusões celulares 

(TRÜPER; SCHLEIFER, 2006). 
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A coloração de Gram, desenvolvida por Hans Christian Gram em 1884, é o 

primeiro passo para a identificação de bactérias. A técnica se baseia na constituição 

diferente da parede celular, sendo que as Gram-positivas tem a habilidade de reter o 

corante cristal violeta mesmo após tratamento com a solução etanol-acetona, e 

aparecem roxas ao microscópio. Enquanto isso, as Gram-negativas tem a parede 

degradada com etanol-acetona devido ao alto teor lipídico da mesma, e assumem a 

cor vermelha após a adição de safranina ou fucsina básica (KONEMAN et al., 2008). 

A avaliação destas características permite uma identificação preliminar, e a 

partir disso, pode-se fazer testes quimiotaxonômicos adicionais para obter 

diferenciação mais detalhada. 

A investigação das atividades metabólicas das bactérias in vitro é chamada 

de provas bioquímicas e servem para auxiliar o microbiologista a identificar grupos 

ou espécies de bactérias ou leveduras através da verificação das transformações 

químicas, que ocorrem num determinado substrato, pela ação das enzimas de um 

dado micro-organismo. Como muitas vezes um determinado micro-organismo possui 

um sistema enzimático específico, promovendo transformação bioquímica 

específica, as provas bioquímicas podem ser utilizadas na prática para a sua 

caracterização (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). 

Nos casos de identificação de Candida, são comumente utilizados testes 

bioquímicos. Alguns sistemas de análise rápida são vendidos comercialmente, como 

o API 20C Aux System (Analytab Products), baseado na assimilação de 

carboidratos, e o CHROMagar (CHROMagar Company), que se utilizada da 

clivagem de substratos cromogênicos (NEPPELENBROEK et al., 2013). 

A identificação de fungos é feita basicamente por duas maneiras. A primeira é 

a análise das características morfológicas macroscópicas, tais como micélio aéreo, 

crescimento, bordos e cor, no verso e reverso da placa. Já a segunda forma é a 

visualização do tamanho, formato e disposição das estruturas assexuadas através 

da técnica de microcultivo, descrita por Martha Kern e Kathleen Blevins em 1999. A 

técnica consiste em semear o fungo em um cubo de meio de camada alta, cobrir 

com uma lamínula, e visualizar ao microscópio óptico após 7 e 14 dias. Através do 

microcultivo também é possível determinar a estrutura das hifas, se são septadas, 

ramificadas ou pigmentadas, de forma a auxiliar na identificação fúngica (KONEMAN 

et al., 2008).  
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Pimentel et al. (2006) utilizaram a técnica de microcultivo para identificação de 

fungos isolados da soja sob diferentes condições ambientais. Diferentes gêneros 

foram identificados, como Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, 

Chaetomium, Colletotrichum, Curvularia, Dreschslera, Fusarium, Paecilomyces, 

Penicillium e Scopulariopsis. 

 

 

3.6 Técnicas moleculares 

 

 A introdução da reação em cadeia da polimerase (PCR – Polymerase Chain 

Reaction) promoveu um avanço significativo na identificação de micro-organismos. 

Espécies de difícil cultivo e outras que nem eram conhecidas passaram a ser 

detectadas em testes moleculares (PETTI, 2007). A análise fenotípica baseada em 

morfologia e características bioquímicas permite a identificação dos micro-

organismos até o nível de gênero, em alguns casos podendo chegar à espécie. Já a 

biologia molecular oferece informações diretas do DNA, o que permite o estudo de 

filogenia e evolução (GLIENKE et al, 2011). 

 A PCR foi descrita por Kary Mullis em 1983, com o intuito de amplificar 

pequenas amostras de DNA, permitindo seu uso para diversas aplicações: detecção 

de genes, sequenciamento de DNA, fingerprinting, análise de genomas, análise de 

expressão gênica, taxonomia, estudos de polimorfismo, diagnóstico de patógenos e 

de doenças hereditárias (KONEMAN et al., 2008). 

 A técnica consiste em dois oligonucleotídeos sintéticos complementares às 

sequências opostas da região do DNA a ser amplificada. Estes iniciadores 

flanqueiam a região alvo, e devido à sua extremidade 3’-OH livre, permitem a 

elongação da cadeia através de uma enzima DNA polimerase termoestável e 

desoxirribonucleotídeos. O protocolo é feito em termociclador, e consiste em 30 a 35 

ciclos com oscilação da temperatura. Primeiramente, ocorre o aumento da 

temperatura a aproximadamente 94ºC para separação da dupla fita de DNA, ou 

desnaturação. Depois, a temperatura é reduzida para que ocorra a hibridação dos 

oligonucleotídeos com as fitas, o anelamento. Este valor varia conforme o par de 

iniciadores utilizados. Então segue o crescimento da cadeia, a cerca de 74ºC, 

temperatura ideal para a DNA polimerase. O número de ciclos vai possibilitar que 
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amostras pequenas tenham, ao final da reação, mais de 1 milhão de cópias da 

região alvo (NELSON; COX, 2006, PALMER; PASZKO-KOLVA, 2004). 

 Apesar de eficiente, a PCR era restrita para alguns casos. Assim, a técnica 

sofreu algumas modificações que expandiu seu uso para inúmeros organismos. A 

RT-PCR é capaz de amplificar genomas de RNA devido a uma etapa extra na qual 

uma transcriptase reversa produz uma cópia de DNA a partir do RNA, que então 

passa pelas mesmas fases da PCR padrão. A PCR-multiplex permite que, em única 

reação, múltiplos pares de iniciadores atuem simultaneamente, amplificando 

diferentes genes ou o mesmo gene de diferentes espécies. Outra modificação da 

PCR padrão é a Nested-PCR, que visa aumentar a sensibilidade da reação. Neste 

protocolo, um conjunto de iniciadores é utilizado para amplificar uma região maior 

que a desejada e, em seguida, outro par que se anela mais internamente ao alvo é 

adicionado (KONEMAN et al., 2008). 

 Outra evolução da PCR foi a capacidade de detectar os produtos amplificados 

em tempo real, o que foi possível com o uso de moléculas fluorogênicas e 

equipamentos que detectam este sinal sem interferir no processo. O SYBR Green é 

um corante que se liga inespecificamente ao sulco menor do DNA, sendo que 

quanto maior a fluorescência, maior o número de produtos amplificados. As sondas 

de hidrólise TaqMan são específicas, e baseiam-se na atividade exonuclease 5’-3’ 

da DNA polimerase. Tais sondas se anelam a região alvo, e são clivadas quando a 

enzima passa por elas liberando um sinal do fluoróforo repórter ligado a extremidade 

5’. Quando a clivagem não ocorre, o sinal do repórter é bloqueado pelo quencher, 

molécula ligada a extremidade 3’ da sonda (GINZINGER, 2002). 

 O gene a ser estudado varia, mas tem como característica a constância de 

função, com segmentos comuns a várias espécies bacterianas ou fúngicas, e 

também regiões hipervariáveis que caracterizem as diferentes espécies, 

possibilitando sua comparação com bancos de dados adequados para posterior 

identificação (PETTI, 2007). No caso das bactérias, o gene mais comumente 

empregado é o 16S ribossomal. Lin et al. (2013) utilizaram esse gene para fazer a 

caracterização molecular de biofilmes extraídos de canos de PVC, de aço carbono e 

de ferro, e demonstrou que a variabilidade bacteriana é menor nos canos de PVC. 

Entretanto, para alguns grupos, a identificação não atinge o nível de espécie 

devido às sequências idênticas, como é o caso do Bacillus e Mycobacterium. Assim, 

novos genes também podem ser usados, como rpoB, tuf, gyrA ou gyrB e sodA, que 
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codificam, respectivamente, a subunidade β da RNA polimerase, o fator de 

elongação Tu, a girase A ou B e a superóxido dismutase dependente de manganês 

(PETTI, 2007). 

Uma vantagem desta técnica é a possibilidade de identificar micro-

organismos não cultiváveis ou exigentes, como é o caso das bactérias oxidantes de 

ferro e bactérias redutoras de sulfato. Tischler et al. (2013) utilizaram, de forma 

satisfatória, iniciadores específicos do 16S rRNA para confirmar a presença de 

ferrobactérias nas águas de uma planta piloto na Alemanha. Daly, Sharp e McCarthy 

(2000) desenvolveram 6 pares de iniciadores 16S rRNA para detecção e 

identificação de bactérias redutoras de sulfato isoladas de aterros. Os mesmos 

iniciadores também se mostraram eficientes na detecção de bactérias isoladas a 

partir de corpos de prova metálicos, sendo uma ferramenta útil no estudo da 

biocorrosão (MARANGONI, 2013). 

Para os fungos, a biologia molecular é vantajosa porque não exige 

esporulação para análise por microcultivo, o que muitas vezes é dificultado em 

condições laboratoriais. Os genes alvos mais utilizados são as regiões inter-

espaçadoras ITS1 e ITS2, regiões variáveis localizadas internamente aos genes 

18S, 5,8S e 28S rRNA. Por serem regiões com alta porcentagem de amplificação e 

de sucesso no sequenciamento, e por permitir a identificação de um grande grupo 

de fungos pela variação inter e intra-espécies, a região ITS foi selecionada como 

código de barras universal para o DNA de fungos (SCHOCH et al., 2012). Mas, de 

forma análoga às bactérias, em alguns casos apenas este gene não é suficiente 

para identificação no nível de espécie. Assim, podem também ser usados os genes 

da β-tubulina, da calmodulina, da subunidade maior da RNA polimerase ou do fator 

de elongação α (CHIOTTA et al., 2011). 

 

 

3.7 Espectroscopia no infravermelho 

 

 Espectroscopia é o estudo da matéria utilizando radiação eletromagnética, 

através da análise dos níveis de energia de átomos ou moléculas. Com a radiação, 

cada átomo ou molécula absorve, transmite e emite uma quantidade diferente de 

energia característico, criando um padrão de espectro único (BALL, 2001). 
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 O espectro eletromagnético envolve as diversas intensidades da radiação 

eletromagnética, que estão divididas em bandas de acordo com a forma com que 

são produzidas ou detectadas (FIGURA 5). De modo geral, as transições eletrônicas 

estão situadas na região do ultravioleta ou luz visível, as vibracionais no 

infravermelho e as rotacionais na banda de micro-ondas (BALL, 2001). 

 

 

FIGURA 5 – ESPECTRO ELETROMAGNÉTICO 
Fonte: SANTOS et al. (2010) 

  

A banda do infravermelho está situada entre a luz visível e micro-ondas, e é 

originada a partir de uma emissão térmica de uma fonte de calor. É dividida de 

acordo com o número de onda (v), ou seja, o número de ondas por centímetro: NIR, 

ou infravermelho próximo (v = 10000 – 4000 cm-1); MIR, ou infravermelho médio     

(v = 4000 – 200 cm-1); e FIR, ou infravermelho distante (v = 200 – 10 cm-1) (SANTOS 

et al., 2010). 

Apesar das técnicas clássicas e moleculares para a identificação de micro-

organismos, têm sido desenvolvidas metodologias mais rápidas, baratas e precisas. 

A espectroscopia no infravermelho aparece como uma alternativa devido à sua 

rapidez, ausência de grande número de etapas prévias para preparo da amostra, 

grande quantidade de informação gerada e seu espectro fingerprint, ou seja, 

característico de determinado organismo (PREISNER; LOPES; MENEZES, 2008). 

Esta especificidade é derivada das frequências, intensidades e comprimentos de 
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onda que caracterizam grupos funcionais de moléculas de diferentes conformações. 

E o espectro obtido pode então ser comparado com um banco de dados, levando 

em consideração comprimentos de onda significativos para amostras biológicas 

(QUADRO 2) (BEEKES; LASCH; NAUMANN, 2007). 

 

Região 
Comprimento de 

onda (cm-1) 

Macromoléculas 

predominantes 

Grupos 

funcionais 

I 2996-3700 Vários O-H, N-H 

II 2800-2996 Lipídeos C-H 

III 1485-1800 Proteínas Amida I e II 

IV 1185-1485 
Proteínas e 

lipídeos 
CH2, CH3 

V 900-1185 Polissacarídeos C-O-C, C-O-P 

QUADRO 2 – COMPRIMENTOS DE ONDA UTILIZADOS PARA ANÁLISE DE 
ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO, COM SUAS RESPECTIVAS MOLÉCULAS 
DOMINANTES E GRUPOS FUNCIONAIS 
Fonte: NAUMANN (2009) 

 

A FT-IR (Espectroscopia no Infravermelho com a Transformada de Fourier) 

mostrou-se capaz de diferenciar e classificar taxonomicamente bactérias e fungos 

em nível de espécie e até mesmo de linhagens. Também pode ser usada na 

prospecção a partir de amostras ambientais (KIRSCHNER et al., 2001; NGO-THI; 

KIRSCHNER; NAUMANN, 2003; TRALAMAZZA et al., 2013). A técnica pode, 

inclusive, mostrar diferentes padrões de metabolismo devido a variações nos 

parâmetros de cultivo, como tempo de cultura, composição do meio e temperatura 

(RUBIO et al., 2006; SANTOS et al., 2010). 

O funcionamento de um equipamento de FT-IR se dá pela passagem de um 

feixe de infravermelho pela amostra com a posterior detecção, quantificação e 

registro dos dados gerados em um interferograma, gráfico de tempo versus 

intensidade de sinal. A transformada de Fourier sobrepõe os dados de diferentes 

comprimentos de onda e intensidade de absorção para gerar um espectro único 

(SOLOMONS; FRYHLE, 2005). Um algoritmo é utilizado para realizar as análises 

estatísticas multivariadas e obter as relações entre as amostras e variáveis 

estudadas. 
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Para analisar as amostras de modo eficaz, é importante escolher técnicas de 

medidas adequadas ao tipo de amostra e região da radiação que se quer utilizar. 

Diferentes materiais e solventes interferem menos de acordo com o tipo de 

comprimento de onda, tornando ideais para a leitura, uma vez que o objetivo é a 

amostra absorver a luz emitida (MISTRY, 2009). 

Atualmente, o maior desafio no uso da espectroscopia no infravermelho para 

amostras biológicas é a presença de água. O pico de absorbância da água, que 

aparece em torno de 3500 cm-1, é elevado e interfere significativamente no espectro 

de determinadas proteínas. Assim, o preparo da amostra deve ser feito de forma a 

minimizar a hidratação, exigindo uma padronização eficiente (BARTH; HARRIS, 

2009). 

Na metodologia de transmitância, o feixe de radiação é detectado após 

passar através da amostra. Amostras aquosas devem secar no cristal, formando um 

filme fino. Tal cristal deve ser feito de um material opticamente neutro, como 

seleneto de zinco (ZnSe) ou fluoreto de cálcio (CaF2) (NAUMANN, 2000). As 

amostras sólidas são pulverizadas com algum sal inerte, como brometo de potássio 

(KBr), cloreto de potássio (KCl) ou cloreto de sódio (NaCl), e submetidas a alta 

pressão. Assim, o sal forma uma pastilha formada por uma matriz resistente 

(SCHMITT; FLEMMING, 1998). 

Além da transmitância, outras técnicas utilizadas são a reflectância total 

atenuada (ATR) e a reflectância difusa (DRIFT). A ATR baseia-se no fato de que 

quando um feixe de radiação passa de um meio mais denso (cristal) para um meio 

menos denso (amostra), ocorre reflexão. Já na DRIFT, o feixe de infravermelho 

atinge a amostra, e é refletido, espalhado e transmitido. Uma parte refletida penetra 

difusamente em diferentes níveis da amostra e é então direcionada a detectores 

ópticos. A maior vantagem de trabalhar com a reflectância é a utilização de amostras 

sólidas, sem necessidade de muitas etapas de preparo. Entretanto, isso pode deixar 

a amostra sem superfície uniforme, o que pode dificultar a reprodutibilidade da 

técnica (GRIFFITHS; DE HASETH, 2007). 

A quimiometria consiste na união de análises estatísticas multivariadas, 

modelagem matemática, informática e química analítica para o desenvolvimento e 

validação de técnicas. O objetivo é o desenvolvimento de um modelo matemático 

que represente as amostras quimicamente, e seja capaz de predizer amostras 

futuras a partir de seus espectros (CÔCCO, 2008). A análise de componentes 
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principais (PCA – Principal Component Analysis) permite explorar os dados 

multivariáveis pela compactação dos mesmos por combinação linear. Já na 

regressão por mínimos quadrados parciais (PLS – Partial Least-Squares 

Regression), a matriz de dados é decomposta de acordo com scores dados às 

variáveis, gerando um modelo de acordo com a identificação dada a cada amostra. 

Entretanto, por mais que técnicas estatísticas como PCA permitam uma avaliação 

mais prática da composição encontrada para a amostra, é fundamental o estudo e 

os testes de pré-tratamentos de dados, pois comumente erros de modelagem e 

análises ocorrem devido a fatores como escolha incorreta de amostras e variáveis. O 

uso do espectro inteiro para a separação de amostras pode dar importância para 

diferenças de composição irrelevantes para os objetivos desejados numa avaliação 

(GRIFFITHS; DE HASETH, 2007; KJELDAHL; BRO, 2010). Os pré-tratamentos a 

serem utilizados dependem da manipulação necessária para influenciar 

positivamente a modelagem. Por exemplo: a derivatização é interessante quando 

existem picos sobrepostos; o alisamento diminui a interferência de ruídos; e a 

correção de linha de base corrige a linha de base de todas as amostras, além de 

deixá-la horizontal (CÔCCO, 2008). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 Amostragem 

 

Os corpos de prova (CP) foram confeccionados a partir de chapas de aço 

conectadas a uma barra com rosca através de uma junção metálica. O conjunto foi 

então colocado em um tubo de PVC, e selado com resina epóxi (FIGURA 6). 

 

 

FIGURA 6 – CONFECÇÃO DOS CORPOS DE PROVA METÁLICOS. (A) CONJUNTO DE 
ELETRODO E BARRA DE ROSCA COM CONTATO METÁLICO. (B) CONJUNTO DE 
ELETRODO E BARRA DE ROSCA DENTRO DO TUBO DE PVC. (C) ARRANJO 
EXPERIMENTAL DA PREPARAÇÃO DE CORPOS DE PROVA 
Fonte: Laboratório de Eletroquímica e Corrosão – Departamento de Materiais (LACTEC – UFPR) 
(2011) 
 

Os CP foram instalados em caixas acrílicas presentes em quatro das doze 

máquinas da primeira casa de força da UHE-Tucuruí (FIGURA 7). Os CP são feitos 

de aço carbono 1020, aço inox 304L ou aço inox 316L, ligas metálicas comumente 

usadas na usina. Foram realizadas 6 coletas, nos meses de março, maio, julho, 
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setembro, dezembro de 2011, e março de 2012, em pontos antes (UGH6 e UGH13) 

e após a injeção do biocida (UGH9 e UGH15). 

 

 

FIGURA 7 – ESTAÇÃO EXPERIMENTAL DE BIOCORROSÃO INSTALADA NA MÁQUINA 
UGH9 DA USINA HIDRELÉTRICA DE TUCURUÍ 
Fonte: Laboratório de Eletroquímica e Corrosão – Departamento de Materiais (LACTEC – UFPR) 
(2011) 

 

 

4.2 Meios de cultivo 

 

4.2.1 Meio seletivo para ferrobactérias Leathen-Mcintyre-Braley (adaptado de APHA; 

AWWA; WPCF, 1999) 

 

 Sulfato de amônio.......................................0,15 g/L 

 Nitrato de cálcio..........................................0,01 g/L 

 Fosfato de potássio dibásico......................0,05 g/L 

 Sulfato de magnésio...................................0,5 g/L 

 Cloreto de potássio.....................................0,05 g/L 

 Água destilada qsp.....................................1000 mL 

 O meio foi autoclavado a 121ºC e 1 atm por 20 minutos. Em seguida foi 

adicionado 10 mL de sulfato ferroso 10% esterilizado em filtro Millipore 20 µm. O pH 

foi ajustado para 3,5. 
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4.2.2 Meio específico para bactérias sulfato-redutoras (adaptado de APHA; AWWA; 

WPCF, 1999) 

 

 Glicose........................................................0,15 g/L 

 Lactato de sódio.........................................3,5 g/L 

 Extrato de carne.........................................1,0 g/L 

 Peptona......................................................2,0 g/L 

Sulfato de sódio..........................................1,5 g/L 

 Fosfato de potássio dibásico......................0,5 g/L 

 Sulfato de magnésio...................................2,0 g/L 

 Cloreto de cálcio.........................................0,1 g/L 

 Água destilada qsp.....................................1000 mL 

 

Solução 1: 

Ascorbato de sódio......................................10 g/L 

Solução 2: 

Sulfato ferroso amoniacal............................39,2 g/L 

O meio foi autoclavado a 121ºC e 1 atm por 20 minutos. Antes do uso, foram 

adicionadas ao meio as soluções 1 e 2 previamente esterilizadas em filtro Millipore 

0,22 µm. O pH foi ajustado para 7,5. 

 

4.2.3 Caldo Sabouraud 

 

Dextrose.....................................................40,0 g/L 

 Peptona......................................................10,0 g/L 

 Água destilada qsp.....................................1000 mL 

 Para o preparo do ágar Sabouraud, o meio foi acrescido de ágar 15 g/L. 

Ambos foram esterilizados por autoclavagem a 121ºC e 1 atm por 20 minutos. 
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4.2.4 Ágar simples 

 

 Peptona......................................................10,0 g/L 

Cloreto de sódio.........................................5,0 g/L 

Extrato de carne.........................................3,0 g/L 

Ágar............................................................5 g/L 

Água destilada qsp.....................................1000 mL 

 O meio foi esterilizado por autoclavagem a 121ºC e 1 atm por 20 minutos. 

 

4.2.5 Água peptonada 

  

Peptona......................................................10,0 g/L 

Cloreto de sódio.........................................5,0 g/L 

Água destilada qsp.....................................1000 mL 

 O meio foi esterilizado por autoclavagem a 121ºC e 1 atm por 20 minutos. 

 

4.2.6 NaCl 6,5% 

 

Triptic soy case (Acumedia).......................30,0 g/L 

Cloreto de sódio..........................................65,0 g/L 

Água destilada qsp.....................................1000 mL 

 O meio foi esterilizado por autoclavagem a 121ºC e 1 atm por 20 minutos. 

 

 

4.3 Preparo de inóculo 

 

O inóculo foi preparado raspando aproximadamente 16 cm2 de tubérculo de 

corrosão de cada corpo de prova com lâmina devidamente esterilizada, e 

adicionando-o em 100 mL de solução salina NaCl 0,85% autoclavada. Quando 

necessário, diluições foram realizadas misturando 1 mL desta solução em 9 mL de 

solução salina 0,85%. Este inóculo foi utilizado para isolamento de bactérias 

aeróbicas e anaeróbicas facultativas, isolamento de fungos, presença de bactérias 

oxidantes do ferro e presença de bactérias redutoras de sulfato. 
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4.4 Isolamento de bactérias aeróbias e anaeróbias facultativas totais 

 

Foram adicionados 100 µL do inóculo, diluído dez e cem vezes, em placas de 

Petri contendo ágar de soja (Triptic soy case – Acumedia). A amostra foi 

homogeneizada por espalhamento em superfície com alça de Drigalski. Em seguida 

as placas foram incubadas em estufa a 30ºC por três dias. Após este período, as 

colônias foram contadas para cálculo do número de unidades formadoras de 

colônias por área do corpo de prova. 

 

 

4.5 Identificação de bactérias 

 

A identificação foi feita por coloração de Gram (KONEMAN et al., 2008) e pela 

utilização do meio seletivo MacConkey (MacConkey – Himedia). A partir dessa 

identificação inicial, provas bioquímicas adicionais (BUCHANAN; GIBBONS, 1974) 

foram selecionadas de acordo com protocolo sugerido pela ANVISA (2012). Nos 

casos de bactérias Gram-negativas, foram realizadas as seguintes provas: oxidase 

(Tiras de oxidase – Laborclin), fermentação da glicose, fermentação da lactose, 

produção de sulfeto de hidrogênio, produção de gás (Ágar tríplice açúcar ferro – 

Himedia), motilidade (Ágar simples – item 4.2.4), utilização do citrato (Ágar citrato de 

Simmons – Himedia), descarboxilação da lisina (Caldo lisina descarboxilase – 

Himedia), produção de indol (Água peptonada – item 4.2.5), produção de urease 

(Urea broth – Himedia), produção de fenilalanina desaminase (Ágar fenilalanina – 

Difco), produção de DNAse (DNAse test Agar with toluidine blue – Himedia) e 

vermelho de metila (Caldo glicose tamponado – Merck) para identificação de 

enterobactérias. Para as bactérias Gram-positivas foram incluídos os testes da 

catalase, oxidase (Tiras de oxidase – Laborclin), motilidade (Ágar simples – item 

4.2.4), NaCl 6,5% (item 4.2.6), fermentação da glicose, fermentação da lactose, 

produção de sulfeto de hidrogênio e produção de gás (Ágar tríplice açúcar ferro – 

Himedia). Os resultados foram analisados após incubação em estufa a 30ºC por 48 

horas. 
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4.6 Presença de bactérias oxidantes de ferro 

 

Foram adicionados 5 mL de inóculo em tubos de ensaio contendo meio 

seletivo Leathen-Mcintyre-Braley (item 4.2.1). Estes foram incubados a 30ºC por 15 

a 20 dias, e após o período, lâminas de coloração de Gram (KONEMAN et al., 2008) 

foram confeccionadas. 

A confirmação da presença de bactérias oxidantes de ferro se deu pela 

adição de 2 gotas de solução de ferrocianeto de potássio 1% em cada tubo após o 

período de incubação. A mudança de coloração do meio para azul intenso (Azul da 

Prússia) indica a presença de íon ferroso insolúvel, ou seja, confirma a presença de 

bactérias oxidantes. 

 

 

4.7 Presença de bactérias redutoras de sulfato (BRS) 

 

O inóculo foi colocado em meio específico para bactérias sulfato-redutoras 

(item 4.2.2). Os tubos utilizados devem ter atmosfera interna reduzida de oxigênio, 

visto que as bactérias sulfato-redutoras são anaeróbias estritas. Para isso, os tubos 

foram totalmente preenchidos, e lacrados com tampa rosqueável e rolha de borracha 

para garantir a vedação do sistema (RODRIGUEZ-CAVALLINI; CRUZ, 1999). Após 

50 dias de incubação a 30ºC em estufa de anaerobiose com recirculação de gás 

carbono, a presença destas bactérias foi verificada pelo depósito de uma substância 

de coloração escura, o sulfeto ferroso. 

 

 

4.8 Identificação de bactérias redutoras de sulfato 

 

A caracterização das bactérias redutoras de sulfato foi realizada através da 

amplificação de genes específicos por PCR. O DNA total foi isolado da amostra 

inicial por meio do kit Power Soil DNA (MoBio Labs). Os oligonucleotídeos 

iniciadores específicos estão apresentados no QUADRO 3, e são responsáveis por 

codificar RNAs 16S ribossomal. 

A amplificação foi realizada em 13 µL de reação (tampão 1X (Applied 

Biosystems), cloreto de magnésio 1,5 mM, dNTP 0,2 mM, iniciadores 0,8 mM cada, 
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Taq polimerase 0,1 U/µL (Applied Biosystems) e DNA 40 ng), sendo que cada par de 

iniciador foi amplificado em reações independentes. Foram realizados 30 ciclos, 

cujas temperaturas são: desnaturação a 95ºC por 1 minuto, anelamento com 

temperatura dependente de cada par de iniciador por 1 minuto, extensão a 72ºC por 

1 minuto e alongamento final a 72ºC por 4 minutos. As reações foram realizadas em 

termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg, Germany), e os 

fragmentos visualizados em gel de agarose 1,6% corado com brometo de etídeo. 

 

Iniciadores 
Sequência de nucleotídeos  

Especificidade 
Temperatura de 
anelamento (ºC) 

Tamanho do 
fragmento (bp) 

Gêneros 

5’ – 3’ 

DFM140 TAG MCY GGG ATA ACR SYK G Grupo 1 58 700 Desulfotomaculum sp. 

DFM842 ATA CCC SCW WCW CCT AGC AC         

DBB121 CGC GTA GAT AAC CTG TCY TCA TG Grupo 2 66 1120 Desulfobulbus sp. 

DBB1237 GTA GKA CGT GTG TAG CCC TGG TC         

DBM169 CTA ATR CCG GAT RAA GTC AG Grupo 3 64 840 Desulfobacterium sp. 

DBM1006 ATT CTC ARG ATG TCA AGT CTG         

DBM127 GAT AAT CTG CCT TCA AGC CTG G Grupo 4 60 1150 Desulfobacter sp. 

DSB1273 CYY YYY GCR RAG TCG STG CCC T         

 
DCC305 
 

GAT CAG CCA CAC TGG RAC TGA CA 
 Grupo 5 65 860 

Desulfovibrio sp. 

DCC1165 GGG GCA GTA TCT TYA GAG TYC 

      

Desulfosarcina sp. 

Desulfoccocus sp. 

Desulfonema sp. 

DSV230 GRG YCY GCG TYY CAT TAG C Grupo 6 61 610 Desulfovibrio sp. 

DSV838 SYC CGR CAY CTA GYR TYC ATC         

QUADRO 3 – SEQUÊNCIAS DE OLIGONUCLEOTÍDEOS INICIADORES ESPECÍFICOS 
PARA AMPLIFICAÇÃO DE REGIÕES DO rDNA 16S RECOMENDADAS PARA 
IDENTIFICAÇÃO DE GRUPOS BRS  
Fonte: DALY, SHARP E MCCARTHY (2000) 
Nota: As letras M, W, Y, K, R presentes nas sequências de nucleotídeos são referentes a bases 
degeneradas, que possuem complementaridade com mais de uma base nitrogenada. M pareia com 
adenina e citosina, W com adenina e timina, Y com bases pirimídicas, K com guanina e timina, e R 
com bases púricas. 

 

 

4.9 Isolamento de fungos 

 

O inóculo foi feito em placas contendo meio BDA (Potato Dextrose Agar – 

Himedia), e a homogeneização por espalhamento em superfície com alça de 

Drigalski. As placas foram incubadas em estufa B.O.D. (Biochemical Demand of 
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Oxygen) a 28ºC por cinco dias, e após o período, as colônias foram contadas para 

cálculo do número de unidades formadoras de colônias por área do corpo de prova. 

 

 

4.10 Identificação fúngica 

 

A identificação foi feita pela observação de estruturas de reprodução e por 

sequenciamento de DNA. Foi realizada a técnica de microcultivo (KERN; BLEVINS, 

1999), que consiste em semear o fungo em um cubo de meio BDA alto e cobrir com 

uma lamínula. Após incubação em estufa B.O.D. a 28ºC por 7 e 14 dias, as 

lamínulas foram retiradas para visualização das estruturas em microscópio óptico. 

Estas foram fixadas e coradas com lactofenol com azul de algodão 0,05%, e em 

seguida analisadas em aumento de 400X. A análise foi baseada em literatura 

especializada (BARNETT; HUNTER, 1972; DE HOOG; GUARRO; FIGUERAS, 

2001). 

A extração de DNA dos isolados foi realizada conforme protocolo descrito por 

Badali et al. (2009), e sua qualidade verificada por eletroforese em gel de agarose 

0,8% corado com brometo de etídeo sob luz ultravioleta. Então, a quantidade de 

DNA foi determinada utilizando o Espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo 

Scientific, California, USA). 

 

Gene Iniciadores 
Sequência de nucleotídeos  

Referência 
5’ – 3’ 

Região ITS-1, 
5,8S e ITS-2 

ITS-1 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G WHITE; BRUNS; 

TAYLOR, (1990) ITS-4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 

β-tubulina (benA) 
Bt2a GGT AAC CAA ATC GGT GCT GCT TTC GLASS; 

DONALDSON (1995) Bt2b ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC 

Fator de 
elongação de 
tradução (ef-1α) 

983F GCY CCY GGH CAY CGT GAY TTY AT 
CHEN et al. (2011) 

2218R ATG ACA CCR ACR GCR ACR GTY TG 

Subunidade II da 
RNA polimerase 
(rpb2) 

fRPB2-5F GAY GAY MGW GAT CAY TTY GG 
CHEN et al. (2011) 

bRPB2-7R GAY TGR TTR TGR TCR GGG AAV GG 

QUADRO 4 – SEQUÊNCIAS DE OLIGONUCLEOTÍDEOS INICIADORES PARA 
IDENTIFICAÇÃO DE FUNGOS 
Nota: As letras M, W, Y, H, R presentes nas sequências de nucleotídeos são referentes a bases 
degeneradas, que possuem complementaridade com mais de uma base nitrogenada. M pareia com 
adenina e citosina, W com adenina e timina, Y com bases pirimídicas, H com adenina, timina e 
citosina, e R com bases púricas. 
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As sequências dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados são apresentadas 

no QUADRO 4. 

Na primeira etapa, a amplificação foi realizada por PCR em 25 μL de reação, 

sendo que as condições variam de acordo com o par de iniciador utilizado. As 

diferentes condições são mostradas no QUADRO 5. 

As reações de PCR foram realizadas em termociclador Mastercycler Gradient 

(Eppendorf, Hamburg, Germany), e os fragmentos visualizados em gel de agarose 

1,6% corado com brometo de etídeo. 

 

Iniciadores 

Condições 

ITS-1 

ITS-4 

Bt2a 

Bt2b 

983F 

2218R 

fRPB2-5F 

bRPB2-7R 

Concentração 

Tampão 1 X 1 X 1 X 1 X 

MgCl2 2,5 mM 2,5 mM 2,5 mM 2,5 Mm 

dNTP 0,3 mM 0,3 mM 0,2 mM 0,2 Mm 

Iniciadores 0,5 µM 0,2 µM 0,1 µM 0,1 µM 

Taq 

polimerase 

0,03 U/µL 0,03 U/µL 0,03 U/µL 0,03 U/µL 

DNA 40 ng 40 ng 20 ng 20 ng 

Número de ciclos 30 35 35 35 

Ciclagem 

Desnaturação 

inicial 

95ºC / 10 

minutos 

94ºC / 5 

minutos 

94ºC / 5 

minutos 

94ºC / 5 

minutos 

Desnaturação 
94ºC / 30 

segundos 

94ºC / 50 

segundos 

94ºC / 50 

segundos 

94ºC / 50 

segundos 

Anelamento 
58ºC / 30 

segundos 

60ºC / 50 

segundos 

59ºC / 50 

segundos 

56,5ºC / 50 

segundos 

Extensão 
72ºC / 30 

segundos 

72ºC / 1 

minuto 

72ºC / 1 

minuto 

72ºC / 1 

minuto 

Extensão final 
72ºC / 4 

minutos 

72ºC / 7 

minutos 

72ºC / 7 

minutos 

72ºC / 7 

minutos 

QUADRO 5 – CONDIÇÕES DAS REAÇÕES DE PCR PARA AMPLIFICAÇÃO DA REGIÃO 
ITS DO RNA RIBOSSOMAL, PARTE DO GENE DA β-TUBULINA, FATOR DE 
ELONGAÇÃO DA TRADUÇÃO 1-α E SUBUNIDADE II DA RNA POLIMERASE  
Fonte: WHITE, BRUNS E TAYLOR (1990); GLASS E DONALDSON (1995); CHEN et al. (2011); 
CHIOTTA et al. (2011). 

 

Os produtos da PCR foram então purificados com polietilenoglicol. Foi 

adicionado 25 µL de PEG 20% diluído em solução de NaCl 2,5 M, e incubado a 37°C 
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por 30 minutos. Em seguida, foi feita a centrifugação por 20 minutos a 16000 x g. 

Após descarte do sobrenadante, foi adicionado 62,5 μL de etanol 80% gelado. Após 

1 minuto, os tubos foram centrifugados novamente a 16000 x g por 2 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e ao resíduo foi adicionado 62,5 μL de etanol absoluto 

gelado. Rapidamente o sobrenadante é descartado e o etanol evaporado em estufa 

a 60ºC. O pellet resultante foi ressuspendido em água ultrapura e deixado à 

temperatura ambiente por 24 horas. 

A reação de sequenciamento foi a mesma para todos os iniciadores, em 10 

μL de reação (0,5 μL de tampão para PCR (10x Applied Biosystems), 0,5 μL do 

iniciador (50 pmol), 0,5 μL do Big Dye (Applied Biosystems), 1 μL do produto de PCR 

(20 ng) e água ultrapura qsp 10 μL). Foram realizados 35 ciclos, cujas temperaturas 

são: desnaturação a 96ºC por 10s, anelamento a 50ºC por 5s, extensão a 60ºC por 

4min e alongamento a 60ºC por 60s no final dos 35 ciclos.  

Para precipitação, foi adicionado 40 µL de isopropanol 75% e deixado à 

temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 

25 minutos a 16000 x g. Após remoção do sobrenadante, foi adicionado 200 µL de 

etanol 70%, e centrifugado novamente a mesma velocidade por 5 minutos. O 

sobrenadante foi descartado, e o etanol evaporado em estufa a 60ºC. O pellet 

resultante foi ressuspendido em formamida Hi-Di, e passou por choque térmico. O 

sequenciamento foi realizado no equipamento ABI 3500 automatic sequencer 

(Perkin-Elmer, Massachusetts, USA). 

As sequências foram editadas utilizando-se o programa Staden (BONFIELD 

et al., 2002). A seguir, foram alinhadas utilizando a máxima similaridade por meio do 

editor de sequência MEGA 5 (TAMURA et al, 2011). As análises foram realizadas 

utilizando o software BLASTn, disponível no banco de dados do NCBI (National 

Center for Biotechnology Information website). 

Nos casos em que houve discrepância nos resultados de microscopia e 

biologia molecular, foi feita microscopia eletrônica de varredura e análise filogenética 

para confirmação da espécie fúngica. Para o estudo filogenético, foram comparadas 

sequências dos gêneros identificados por morfologia e por biologia molecular, sendo 

o alinhamento feito no MEGA 5, a filogenia utilizando o programa PAUP 4.0 

(SWOFFORD, 2003), e a árvore resultante visualizada no TreeView (PAGE, 2002). 
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4.11 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

Lamínulas de microcultivo foram retiradas após 14 dias de crescimento, e 

fixadas com glutaraldeído 2,5% em tampão cacodilato de sódio 0,1 M, pH 7,2 (1:1) 

por duas horas em temperatura ambiente. As lamínulas foram lavadas com tampão 

cacodilato 3 vezes por 10 minutos para remoção do glutaraldeído. Em seguida foi 

realizada a desidratação em gradiente crescente de álcool (30%, 40%, 50%, 70%, 

80%, 90% e 2 vezes 100%), por 10 a 15 minutos. As lamínulas foram quebradas 

com o auxílio de pinça e bisturi para as etapas seguintes, que foram realizadas no 

Centro de Microscopia Eletrônica da Universidade Federal do Paraná. O ponto 

crítico foi obtido com CPD-030 Critical Point Dryer (Leica Microsystems, Wetzlar, 

Germany) e a metalização com ouro foi feita com SCD030 – Balzers Union FL 9496 

Balzers (Balzers, Liechtenstein). A observação foi feita ao microscópio eletrônico 

JSM – 6360LV Scanning Electron Microscope (Jeol, Massachusetts, USA), com 

aumento máximo de 300000 X.  

 

 

4.12 Padronização da técnica de espectroscopia no infravermelho 

 

4.12.1 Bactérias 

  

 Para a identificação de bactérias foi utilizada a técnica de transmitância. Os 

isolados foram cultivados em triplicata em meio TSA (Triptic soy case – Acumedia) 

por 48 horas a 37ºC. Após este período, as colônias foram transferidas para tubos 

contendo diferentes solventes puros para teste: água, solução salina 0,85%, 

ciclohexano, óleo mineral, acetato de etila, clorofórmio, éter de petróleo, glicerina e 

acetonitrila. A água e a solução salina foram selecionadas por apresentar alta 

solubilidade de bactérias. Os demais solventes foram escolhidos por apresentarem 

pouca interferência no espectro da amostra. O tubo foi agitado vigorosamente por 30 

segundos e então aplicado em cristal de seleneto de zinco (ZnSe) no equipamento 

FT-IR Nicolet 6700 (Thermo Scientific, California, USA) em espectro de absorbância 

entre 4000 e 900 cm-1, com 64 scans e resolução de 4 cm-1. Os dados gerados pelo 

software foram analisados pelo programa The Unscrambler 9.7 (CAMO ASA, 1997) 

para escolha da melhor metodologia de padronização. 
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4.12.2 Fungos 

  

 Para a identificação de fungos foram testados três diferentes metodologias de 

espectroscopia no infravermelho: Reflectância Total Atenuada (ATR), Reflectância 

Difusa (DRIFT) e transmitância. 

 Também foram testadas três metodologias de preparo de amostra. Na 

primeira, os isolados foram cultivados em caldo Sabouraud (item 4.2.3) por 7 dias a 

28ºC. Após este período, as amostras foram liofilizadas, e então trituradas com o 

auxílio de pistilo em um gral de porcelana e nitrogênio líquido até obtenção de um pó 

fino. Na segunda, os fungos cultivados em caldo Sabouraud (item 4.2.3) por 7 dias a 

28ºC foram filtrados em papel filtro e secados em estufa a 60ºC por 3 dias. As 

amostras foram então trituradas com nitrogênio líquido até obtenção de um pó fino. 

Na terceira metodologia, os isolados cresceram em ágar Sabouraud (item 4.2.3), e 

após 4 e 7 dias de cultivo os esporos e micélio aéreo foram coletados. Em todos os 

casos, as amostras foram trituradas com brometo de potássio espectroscópico (1:20) 

e prensadas com uma pressão de 10 toneladas, resultando em pastilhas 

translúcidas que foram aplicadas no equipamento Nicolet 6700 (Thermo Scientific, 

California, USA) em espectro de absorbância entre 4000 e 700 cm-1, com 64 scans e 

resolução de 4 cm-1. Os dados gerados pelo software foram analisados pelo 

programa The Unscrambler 9.7 (CAMO ASA, 1997) para escolha da melhor 

metodologia de padronização. 

 

 

4.13 Avaliação da eficiência in vitro dos antimicrobianos MXD-100, hidróxido 

de sódio, Orobor, e extratos de erva-mate (Ilex paraguariensis) e aroeira 

(Schinus terebinthifolius) no controle de micro-organismos isolados dos 

corpos de prova 

 

Foi realizada a técnica de microdiluição para avaliação da eficiência dos 

biocidas contra bactérias, segundo norma M7-A6 da NCCLS (2003). Foram 

utilizadas bactérias pertencentes aos três gêneros que apareceram com maior 

frequência no isolamento. Após cultivo em meio TSA (Triptic soy case – Acumedia) 

por 24 horas, suspensões bacterianas foram feitas em solução salina 0,85% até 

atingir escala McFarland de 0,5. Em uma placa de microtitulação de 96 poços, as 
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suspensões foram diluídas em caldo Mueller Hinton (Mueller Hinton Broth – 

Himedia), e incubadas com os antimicrobianos MXD-100, hidróxido de sódio, 

Orobor, e extratos de erva-mate e aroeira em três concentrações em testes 

independentes. As bactérias foram testadas isoladamente e em um pool, sendo a 

concentração final 106 UFC/mL em todos os testes. Os antibióticos vancomicina    

0,1 mg/mL e gentamicina 0,1 mg/mL foram utilizados como controle positivo. A placa 

foi incubada a 35ºC por 20 horas, e a leitura da mesma foi realizada em 

espectrofotômetro Epoch (BioTek, Winooski, USA) a 600 nm. 

Para a avaliação dos biocidas contra fungos filamentosos, foi utilizada a 

técnica de microdiluição, norma M38-A da NCCLS (2002). Um exemplar do gênero 

fúngico que apareceu com maior frequência no isolamento foi cultivado em meio 

BDA (Potato Dextrose Agar – Himedia) por 7 dias. Uma suspensão foi preparada em 

solução salina 0,85% acrescida de Tween 20 para dispersão dos esporos. Após 

agitação por 15 segundos, foi feita a contagem do número de esporos, que foram 

inoculados em uma placa de microtitulação de 96 poços na concentração final de 

105 esporos/mL. Juntamente, foi adicionado o meio RPMI (RPMI 1640 pH 7,2 – 

Gibco) e os antimicrobianos MXD-100, hidróxido de sódio, Orobor, e extratos de 

erva-mate e aroeira em três concentrações em testes independentes. O antifúngico 

nistatina 1,25 mg/mL foi utilizado como controle positivo. A placa foi incubada a 35ºC 

por 48 horas, e a leitura da mesma foi realizada em espectrofotômetro Epoch 

(BioTek, Winooski, USA) a 600 nm. 

 

 

4.14 Análise estatística 

 

A análise estatística dos dados de contagem direta foi realizada em 

delineamento inteiramente casualizado. Os mesmos foram transformados com 

log(x+2). A análise de variância (ANOVA) foi realizada ao nível de 5% de 

probabilidade e quando necessário, um teste de médias (Teste de Scott-Knott) foi 

empregado. O programa utilizado foi o ASSISTAT 7.7 (SILVA; AZEVEDO, 2009). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Corpos de prova 

 

 A TABELA 1 apresenta os corpos de prova coletados, bem como sua 

localização e tempo de exposição. 

 

TABELA 1 – RELAÇÃO DE CORPOS DE PROVA COLETADOS EM ESTAÇÕES DE 
CORROSÃO NA USINA HIDRELÉTRICA TUCURUÍ, IDENTIFICAÇÃO E LOCALIZAÇÃO 
DAS AMOSTRAS, TEMPO DE EXPOSIÇÃO E DATA DE COLETA 

Coleta Código Metal Localização Característica 
Tempo de 

exposição 

Data da 

coleta 

1 AC6 Aço carbono 1020 Máquina 6 
Antes do sistema de 

injeção de cloro 
1 semana mar/2011 

1 AC13 Aço carbono 1020 Máquina 6 Após gerador 1 semana mar/2011 

1 AX21 Aço inox 304L Máquina 6 
Antes do sistema de 

injeção de cloro 
1 semana mar/2011 

1 AX46 Aço inox 304L Máquina 6 Após gerador 1 semana mar/2011 

2 AC15 Aço carbono 1020 Máquina 6 
Antes do sistema de 

injeção de cloro 
9 semanas mai/2011 

2 AC45 Aço carbono 1020 Máquina 15 
Antes do trocador de 

calor do transformador 
9 semanas mai/2011 

2 AC48 Aço carbono 1020 Máquina 6 Após gerador 9 semanas mai/2011 

2 AX44 Aço inox 304L Máquina 6 Após gerador 9 semanas mai/2011 

3 AC11 Aço carbono 1020 Máquina 6 
Antes do sistema de 

injeção de cloro 
17 semanas jul/2011 

3 AC16 Aço carbono 1020 Máquina 15 
Antes do trocador de 

calor do transformador 
17 semanas jul/2011 

3 AC21 Aço carbono 1020 Máquina 6 Após gerador 17 semanas jul/2011 

3 AX16 Aço inox 304L Máquina 6 
Antes do sistema de 

injeção de cloro 
17 semanas jul/2011 

3 AX47 Aço inox 304L Máquina 6 Após gerador 17 semanas jul/2011 

4 AC7 Aço carbono 1020 Máquina 6 Após gerador 18 semanas set/2011 

4 AC19 Aço carbono 1020 Máquina 6 
Antes do sistema de 

injeção de cloro 
18 semanas set/2011 

4 AC24 Aço carbono 1020 Máquina 15 
Antes do trocador de 

calor do transformador 
25 semanas set/2011 

4 AL2 Aço inox 316L Máquina 6 Após gerador 25 semanas set/2011 
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4 AL14 Aço inox 316L Máquina 6 
Antes do sistema de 

injeção de cloro 
25 semanas set/2011 

5 AC38 Aço carbono 1020 Máquina 6 
Após regulador de 

velocidade 
41 semanas dez/2011 

5 AC40 Aço carbono 1020 Máquina 9 
Após regulador de 

velocidade 
41 semanas dez/2011 

6 AC51 Aço carbono 1020 Máquina 13 Após gerador 13 semanas mar/2012 

6 AC58 Aço carbono 1020 Máquina 9 
Após regulador de 

velocidade 
13 semanas mar/2012 

6 AC62 Aço carbono 1020 Máquina 6 
Após regulador de 

velocidade 
13 semanas mar/2012 

6 AC71 Aço carbono 1020 Máquina 15 Após gerador 13 semanas mar/2012 

Fonte: O autor (2012) 

 

 

FIGURA 8 – CORPOS DE PROVA ANTES E DEPOIS DO TEMPO DE EXPOSIÇÃO DE 
UMA SEMANA ÀS ÁGUAS DA USINA HIDRELÉTRICA TUCURUÍ. (A) LIGA DE AÇO INOX 
AX46; (B) LIGA DE AÇO CARBONO AC6 
Fonte: O autor (2011) 

 

Na FIGURA 8 estão os corpos de prova após o tempo de exposição de 1 

semana. Nas ligas de aço carbono, é possível ver o tubérculo de corrosão 

nitidamente. Já nos CPs de aço inox, apesar do tubérculo não ser visível, ainda foi 

possível isolar micro-organismos para caracterização. Dados semelhantes foram 

encontrados nos trabalhos de Pillay e Lin (2013) e Wesley et al. (2013). Isso ocorre 

porque o aço inoxidável tem pelo menos 10% de cromo em sua composição, 

quantidade suficiente para reagir com o oxigênio do meio externo ao invés do metal. 

Assim, o óxido de cromo formado se adere como uma película protetora que limita o 

acesso de oxigênio às camadas internas do metal, diminuindo a corrosão (CINDRA 

FONSECA et al., 2012). Entretanto, é sabido que taxa de corrosão não está 

diretamente relacionada com a espessura do biofilme ou a quantidade de micro-
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organismos, mas sim aos metabólitos produzidos por eles (CRISTIANI; PERBONI, 

2014; ZARASVAND; RAI, 2014). 

 

 

5.2 Contagem de bactérias totais e fungos 

 

A contagem de micro-organismos em unidades formadoras de colônia por 

metro quadrado (UFC/m2) é apresentada na TABELA 2 e nos GRÁFICOS 1 e 2. 

Para chegar a estes valores, foi feita a média dos dados em triplicata da contagem. 

Levando em consideração que foram inoculados 100 µL da solução inicial, de 

volume total de 100 mL, obtém-se um fator de conversão de 1000. A média foi então 

multiplicada pelo fator de conversão e dividida pela área da liga, para dar o resultado 

em UFC/m2. 

 

TABELA 2 – CONTAGEM DE BACTÉRIAS TOTAIS E FUNGOS ISOLADOS A PARTIR DE 
CORPOS DE PROVA METÁLICOS EXPOSTOS EM ESTAÇÕES DE CORROSÃO NA 
USINA HIDRELÉTRICA TUCURUÍ 

Coleta Código Área da liga (m2) Bactérias totais (UFC/m2) Fungos (UFC/m2) 

1 AC6 0,001602 6,24E+06 2,87E+07 

1 AC13 0,001638 1,55E+07 3,66E+07 

1 AX21 0,001602 1,36E+08 1,72E+07 

1 AX46 0,001568 2,98E+06 3,49E+07 

2 AC15 0,001638 3,46E+07 2,20E+06 

2 AC45 0,001602 2,81E+07 2,25E+06 

2 AC48 0,001602 4,24E+07 3,75E+06 

2 AX44 0,001530 7,84E+06 1,96E+06 

3 AC11 0,001638 9,35E+07 2,44E+05 

3 AC16 0,001476 1,35E+08 9,49E+05 

3 AC21 0,001458 7,04E+07 1,78E+06 

3 AX16 0,001620 4,78E+07 2,47E+05 

3 AX47 0,001674 5,03E+07 1,19E+05 

4 AC7 0,001602 3,75E+08 1,12E+06 

4 AC19 0,001620 3,70E+07 7,41E+05 

4 AC24 0,001476 4,07E+07 2,85E+06 

4 AL2 0,001602 2,43E+09 1,02E+07 

4 AL14 0,001512 0,00E+00 5,95E+05 
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5 AC38 0,001606 2,09E+07 3,10E+07 

5 AC40 0,001602 9,00E+07 7,01E+07 

6 AC51 0,001602 2,64E+09 5,24E+06 

6 AC58 0,001602 7,57E+07 1,55E+07 

6 AC62 0,001602 2,16E+08 6,44E+06 

6 AC71 0,001602 6,74E+08 4,35E+07 

Fonte: O autor (2012) 

 

De maneira geral, foi verificado que houve maior quantidade tanto de 

bactérias quanto de fungos nas ligas de aço carbono em relação às ligas de aço 

inox. Entretanto, salienta-se que a quantidade de micro-organismos não está 

diretamente relacionada à variabilidade microbiana nem à taxa de corrosão 

(CRISTIANI; PERBONI, 2014; ZARASVAND; RAI, 2014). Além disso, os GRÁFICOS 

1 e 2 mostram, respectivamente para bactérias e fungos, que tal variação de valores 

de contagem entre as ligas não foi estatisticamente diferente (APÊNDICES 1 e 2). 

Esses dados corroboram com os obtidos por Wesley et al. (2013), que 

demonstraram que a contagem de micro-organismos entre as ligas metálicas de 

diferentes composições varia, sendo levemente superior no aço carbono. Foram 

4,88E+6 UFC/cm2 contra 3,5E+6 UFC/cm2 no aço inox, ou seja, não são 

estatisticamente diferentes. A contagem de micro-organismos também não variou 

conforme o tempo de exposição. Provavelmente, o biofilme atingiu o equilíbrio entre 

taxa de perda de massa e taxa de crescimento em um período inferior a 1 semana, 

quando foi analisado o primeiro corpo de prova. 

Os GRÁFICOS 1 e 2 também apresentam a vazão do rio Tocantins no 

período das coletas (ANA, 2012). Quando a chuva é mais escassa, a vazão bruta do 

rio diminui, e nesses períodos foi possível verificar que a contagem de micro-

organismos chegou a ser até uma unidade logarítmica menor do que nas épocas de 

maior vazão. Infelizmente, não é possível afirmar se isso significa que em menores 

vazões a formação de biofilme é diminuída ou se ocorreu problemas durante o 

isolamento, uma vez que isso exigiria novas coletas no mesmo período para estudar 

a sazonalidade. Porém, tais dados diferem dos apresentados por Boulêtreau et al. 

(2011) e Osorio et al. (2014), que mostram que o aumento do fluxo de água diminui 

a densidade celular no biofilme. Isso se deve ao fato que o fluxo turbulento atua 

como uma vassoura, espalhando as células aderidas ao biofilme. 
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GRÁFICO 1 – CONTAGEM BACTERIANA E VAZÃO BRUTA DO RIO TOCANTINS NO PERÍODO DAS COLETAS 
Nota: Análise estatística pelo teste de Scott-Knott (com probabilidade ao nível de 5%). Amostras com letras iguais apresentam igualdade estatística. 
Fonte: O autor (2012) 
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GRÁFICO 2 – CONTAGEM FÚNGICA E VAZÃO BRUTA DO RIO TOCANTINS NO PERÍODO DAS COLETAS 
Nota: Análise estatística pelo teste de Scott-Knott (com probabilidade ao nível de 5%). Amostras com letras iguais apresentam igualdade estatística. 
Fonte: O autor (2012) 
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5.3 Identificação de bactérias 

 

A variabilidade bacteriana foi observada nas diferentes morfologias 

encontradas, como bacilos Gram-positivos e Gram-negativos, cocobacilos 

Gram-negativos, cocos Gram-positivos e bactérias filamentosas Gram-

negativas (FIGURA 9). No total, foram 358 isolados bacterianos, sendo 36 

bactérias da coleta 1, 113 da coleta 2, 101 da coleta 3, 42 da coleta 4, 37 da 

coleta 5 e 29 da coleta 6. 

 

 

FIGURA 9 – ISOLADOS BACTERIANOS OBTIDOS DE CORPOS DE PROVA 
METÁLICOS EXPOSTOS EM ESTAÇÕES DE CORROSÃO NA USINA 
HIDRELÉTRICA DE TUCURUÍ COLORADOS COM GRAM. (A) BACILOS GRAM-
NEGATIVOS, (B) COCOS GRAM-NEGATIVOS, (C) BACILOS GRAM-POSITIVOS, (D) 
COCOS GRAM-POSITIVOS. AUMENTO DE 1000X  
Fonte: O autor (2012) 

 

 Aproximadamente 52% das bactérias isoladas são Gram-positivas, 

sendo 74% pertencentes ao gênero Bacillus (GRÁFICO 3). O predomínio deste 

gênero também foi verificado em outros trabalhos, após isolamento a partir de 

corpos de prova de aço inox e aço carbono (MARANGONI et al., 2013; PILLAY; 

LIN, 2013; RAJASEKAR et al., 2010). As bactérias Gram-positivas, 

especialmente as do filo Firmicutes, no qual o gênero Bacillus está inserido, 

estão ativamente envolvidas na colonização e corrosão de materiais metálicos. 

Tais bactérias foram descritas como oxidantes do manganês e redutoras do 
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ferro, graças à produção de ácidos orgânicos que aceleram a corrosão 

(PILLAY; LIN, 2013). 

 

 

GRÁFICO 3 – PORCENTAGEM DE BACTÉRIAS GRAM-POSITIVAS ISOLADAS A 
PARTIR DE CORPOS DE PROVA METÁLICOS EXPOSTOS EM ESTAÇÕES DE 
CORROSÃO NA USINA HIDRELÉTRICA DE TUCURUÍ EM CADA COLETA E NO 
TOTAL 
Fonte: O autor (2012) 

 

Após identificação bioquímica das bactérias Gram-negativas, obteve-se 

o perfil bacteriano apresentado no GRÁFICO 4. As bactérias que apareceram 

com maior frequência são Citrobacter sp., Shigella sp., Pseudomonas sp.,  

Enterobacter sp. e Acinetobacter sp., com 17%, 17%, 15%, 14% e 11%, 

respectivamente. Entretanto, também foram identificados os gêneros 

Escherichia, Klebsiella, Proteus, Providencia, Serratia e Yersinia. Tais bactérias 

fazem parte da classe Gammaproteobacteria, comumente encontrada em 

biofilmes causadores de corrosão influenciada por micro-organismos (JAN-

ROBLERO et al., 2004; LIN et al., 2013; MARANGONI et al., 2013; PILLAY; 

LIN, 2013; RAJASEKAR et al., 2010). Aliadas às bactérias Gram-positivas, 

estes gêneros são importantes no processo de adesão inicial e colonização do 

biofilme através da produção de EPS e liberação de moléculas de quorum 

sensing, além de favorecer o processo corrosivo graças a redução de nitrato e 

à criação células de concentração (COETSER; CLOETE, 2005; JAN-

ROBLERO et al., 2004; PILLAY; LIN, 2013; SREY; JAHID; HA, 2013). 
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GRÁFICO 4 – PORCENTAGEM DE BACTÉRIAS GRAM-NEGATIVAS ISOLADAS A 
PARTIR DE CORPOS DE PROVA METÁLICOS EXPOSTOS EM ESTAÇÕES DE 
CORROSÃO NA USINA HIDRELÉTRICA DE TUCURUÍ EM CADA COLETA E NO 
TOTAL 
Fonte: O autor (2012) 

 

 

5.4 Presença de bactérias oxidantes de ferro 

 

A TABELA 3 apresenta os resultados de presença ou ausência de 

bactérias oxidantes de ferro após cultivo em meio seletivo Leathen-Mcintyre-

Braley. Após a adição da solução de ferrocianeto de potássio 1%, houve 

aparecimento da coloração azul intenso comprovando a presença desse grupo 

em aproximadamente 42% das amostras. As bactérias oxidantes de ferro foram 

encontradas tanto em ligas de aço carbono como nas de aço inox. 
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TABELA 3 – DETECÇÃO DE BACTÉRIAS OXIDANTES DE FERRO ISOLADAS A 
PARTIR DE CORPOS DE PROVA METÁLICOS EXPOSTOS EM ESTAÇÕES DE 
CORROSÃO NA USINA HIDRELÉTRICA DE TUCURUÍ, APÓS CULTIVO EM MEIO 
SELETIVO LEATHEN-MCINTYRE-BRALEY POR 20 DIAS A 30ºC 

Coleta Código Resultado 

1 AC6 Não detectável 

1 AC13 Não detectável 

1 AX21 Não detectável 

1 AX46 Não detectável 

2 AC15 Não detectável 

2 AC45 Positivo 

2 AC48 Não detectável 

2 AX44 Não detectável 

3 AC11 Positivo 

3 AC16 Positivo 

3 AC21 Positivo 

3 AX16 Positivo 

3 AX47 Positivo 

4 AC7 Positivo 

4 AC19 Positivo 

4 AC24 Positivo 

4 AL2 Não detectável 

4 AL14 Positivo 

5 AC38 Não detectável 

5 AC40 Não detectável 

6 AC51 Não detectável 

6 AC58 Não detectável 

6 AC62 Não detectável 

6 AC71 Não detectável 

Fonte: O autor (2012) 

 

Após coloração, bactérias filamentosas Gram-negativas foram 

observadas nas amostras positivas. O aspecto helicoidal apresentado na 

FIGURA 10, por exemplo, é característico de bactérias do gênero Gallionella, 

principal ferrobactéria envolvida no processo de corrosão microbiana (PILLAY; 
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LIN, 2013). Resultados falsos negativos após adição de ferrocianeto de 

potássio podem ter ocorrido devido ao fato de que tal bactéria tem preferência 

por meios neutros, e, portanto, é de difícil isolamento a partir do meio ácido 

Leathen-Mcintyre-Braley (TISCHLER et al., 2013). 

 

 

FIGURA 10 – BACTÉRIA GRAM-NEGATIVA COM CARACTERÍSTICA 
FILAMENTOSA CORADA COM GRAM. AUMENTO DE 1000X  
Fonte: O autor (2012) 

 

As bactérias oxidantes de ferro não atuam no processo de corrosão 

diretamente, mas reduzindo o íon férrico a íon ferroso solúvel. O óxido férrico é 

um dos componentes que protegem a superfície metálica, e quando reduzido, 

permite a corrosão provocada por outros micro-organismos (COETSER; 

CLOETE, 2005). 

 

 

5.5 Presença de bactérias redutoras de sulfato (BRS) 

 

 As análises após cultivo em meio específico para bactérias sulfato-

redutoras obtiveram resultados positivos em 29% das amostras. Entretanto, 

após análise por PCR o valor aumentou para 62,5% (TABELA 4). Essa 

variação se deve à baixa sensibilidade da análise microbiológica, e ao método 

de cultivo das bactérias, que exige condições anaeróbias estritas, inerentes a 

todos os meios para isolamento de BRS, e que nem sempre são possíveis de 

obter. A biologia molecular entra nesse contexto, permitindo o estudo de 
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ocorrência e distribuição de bactérias exigentes sem a necessidade de cultivo 

laborioso (DALY; SHARP; MCCARTHY, 2000). 

 

TABELA 4 – DETECÇÃO DE BACTÉRIAS REDUTORAS DE SULFATO ISOLADAS A 
PARTIR DE CORPOS DE PROVA METÁLICOS EXPOSTOS EM ESTAÇÕES DE 
CORROSÃO NA USINA HIDRELÉTRICA DE TUCURUÍ, APÓS CULTIVO EM MEIO 
ESPECÍFICO POR 50 DIAS A 30ºC EM ESTUFA DE ANAEROBIOSE, E APÓS PCR 
ESPECÍFICA 

Coleta Código 
Resultado 

microbiológico 

Resultado biologia 

molecular 

1 AC6 Não detectável Não detectável 

1 AC13 Não detectável Não detectável 

1 AX21 Não detectável Não detectável 

1 AX46 Não detectável Não detectável 

2 AC15 Não detectável Positivo 

2 AC45 Não detectável Positivo 

2 AC48 Não detectável Positivo 

2 AX44 Não detectável Positivo 

3 AC11 Positivo Positivo 

3 AC16 Não detectável Positivo 

3 AC21 Positivo Positivo 

3 AX16 Não detectável Positivo 

3 AX47 Não detectável Positivo 

4 AC7 Não detectável Não detectável 

4 AC19 Positivo Positivo 

4 AC24 Positivo Positivo 

4 AL2 Não detectável Não detectável 

4 AL14 Não detectável Não detectável 

5 AC38 Positivo Positivo 

5 AC40 Positivo Positivo 

6 AC51 Não detectável Positivo 

6 AC58 Não detectável Não detectável 

6 AC62 Positivo Positivo 

6 AC71 Não detectável Não detectável 

Fonte: O autor (2012) 
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 Após PCR, os produtos de amplificação visualizados em gel de agarose 

(FIGURA 11) foram positivos para os grupos 2 (Desulfobulbus sp.), 5 

(Desulfovibrio sp., Desulfosarcina sp., Desulfococcus sp. e Desulfonema sp.) e 

6 (Desulfovibrio sp.), conforme classificação apresentada no QUADRO 3. 

 

 

FIGURA 11 – ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1,4% APÓS PCR COM 
OLIGONUCLEOTÍDEOS INICIADORES PARA O GRUPO 6 DAS BACTÉRIAS 
REDUTORAS DE SULFATO 
Fonte: O autor (2012) 

 

 Foram sequenciados os fragmentos de DNA de uma amostra de cada 

coleta, sendo AC11 da coleta 3, AC19 da 4, AC38 da 5 e AC51 da 6, que 

apresentaram positividade para o grupo 5 e 6, para confirmação da espécie. 

Todos os isolados se mostraram pertencentes à espécie Desulfovibrio putealis, 

com 98% de identidade (TABELA 5). 

 

TABELA 5 – IDENTIFICAÇÃO DE BACTÉRIAS REDUTORAS DE SULFATO 
ISOLADAS DE CORPOS DE PROVA METÁLICOS EXPOSTOS EM ESTAÇÕES DE 
CORROSÃO NA USINA HIDRELÉTRICA DE TUCURUÍ POR SEQUENCIAMENTO 
DA REGIÃO 16S DO RNA RIBOSSOMAL UTILIZANDO O PAR DE 
OLIGONUCLEOTÍDEOS INICIADORES PARA O GRUPO 6 

Coleta Código 
Micro-organismo 

relacionado 

Acesso 

GenBank 
Identidade (%) 

3 AC11 Desulfovibrio putealis NR029118.1 98 

4 AC19 Desulfovibrio putealis NR029118.1 98 

5 AC38 Desulfovibrio putealis NR029118.1 98 

6 AC51 Desulfovibrio putealis NR029118.1 98 

Fonte: O autor (2012) 
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 Embora não sejam essenciais, as bactérias sulfato-redutoras são as 

maiores contribuintes para a corrosão influenciada por micro-organismos 

(RAJASEKAR et al., 2010). Elas crescem no biofilme somente a partir do 

momento em que o mesmo desenvolve uma região anaeróbia, e passam a 

reduzir sulfato a sulfeto, que é capaz de potencializar a corrosão química 

(COETSER; CLOETE, 2005). 

 

 

5.6 Identificação dos fungos 

 

No total, 94 isolados de fungos foram obtidos, sendo 20 na coleta 1, 23 

na coleta 2, 12 na coleta 3, 14 na coleta 4, 11 na coleta 5 e 14 na coleta 6. 

Através de macro e micromorfologia, foi possível identificá-los a nível de 

gênero. A maior parte dos isolados são espécies de Penicillium sp., mas 

também há Acremonium sp., Aspergillus sp., Paecilomyces sp., Blastomyces 

sp., Phoma sp., Alternaria sp., Lecythophora sp., Chrysosporium sp., 

Talaromyces sp., Nigrospora sp. e Trychophyton sp. (FIGURA 12 e GRÁFICO 

5). 

 

 

GRÁFICO 5 – PORCENTAGEM DE FUNGOS ISOLADOS A PARTIR DE CORPOS 
DE PROVA METÁLICOS EXPOSTOS EM ESTAÇÕES DE CORROSÃO NA USINA 
HIDRELÉTRICA DE TUCURUÍ 
Fonte: O autor (2012) 

 

6% 

1% 

12% 

2% 

3% 
1% 

3% 

2% 

66% 

2% 
1% 1% 

Acremonium sp 

Alternaria sp 

Aspergillus sp 

Blastomyces sp 

Chrysosporium sp 

Lecythophora sp 

Nigrospora sp 

Paecilomyces sp 

Penicillium sp 

Phoma sp 



66 
 

 

FIGURA 12 – MICROMORFOLOGIA DOS FUNGOS ISOLADOS OBTIDOS DE 
CORPOS DE PROVA METÁLICOS EXPOSTOS EM ESTAÇÕES DE CORROSÃO NA 
USINA HIDRELÉTRICA DE TUCURUÍ. (A) Penicillium sp., (B) Aspergillus sp., (C) 
Paecilomyces sp., (D) Acremonium sp., (E) Phoma sp. (F) Nigrospora sp., (G) 
Trychophyton sp., (H) Chrysosporium sp., (I) Lecythophora sp. AUMENTO DE 400X, 
COM CLAREADOR LACTOFENOL 
Fonte: O autor (2012) 

 

Fungos do gênero Penicillium e Aspergillus são os mais frequentemente 

encontrados em biofilmes colonizando sistemas de distribuição de água dos 

Estados Unidos, Grécia, Alemanha, Noruega, Portugal, Paquistão, Austrália e 

Brasil, mais especificamente em Recife. Outros gêneros encontrados são 

Acremonium, Cladosporium, Exophiala, Phoma, Fusarium e Trichoderma 

(COETSER; CLOETE, 2005; JUZELIÜNAS et al., 2007; KINSEY; PATERSON; 

KELLEY, 2003; MARANGONI et al., 2013; SIQUEIRA et al., 2011). Tais dados 

foram semelhantes ao encontrado no presente trabalho. 

A ação dos fungos na CIM está relacionada a produção de metabólitos, 

como ácidos e amônia, quelação de cátions metálicos, além de formação de 

células de concentração (JUZELIÜNAS et al., 2007). 
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Os fungos foram agrupados de acordo com as características macro e 

micromorfológicas, e um representante de cada grupo foi identificado por 

sequenciamento de DNA. Totalizando 36 isolados, a identificação molecular é 

apresentada na TABELA 6. Não foi possível realizar o sequenciamento de 

todos os genes para todos os fungos, pois nem todos os genes eram passíveis 

de serem amplificados devido a dificuldades de padronização, e a repetição 

exaustiva tem alto custo. Entretanto, foi possível identificar todos os isolados 

selecionados por meio de, pelo menos, um par de iniciadores. 

As espécies identificadas dos gêneros Penicillium e Aspergillus já foram 

citadas na literatura como parte da microbiota em biofilmes causadores de 

biocorrosão. Além desses, também já foram isoladas as espécies Lecythophora 

sp., Westerdykella dispersa, Bionectria ochroleuca, Paecilomyces lilacinus, 

Sporothrix sp. e Microsphaeropsis sp. em sistemas de água (KINSEY; 

PATERSON; KELLEY, 2003; OLIVEIRA et al., 2013). Não foi encontrado na 

literatura referências sobre a presença dos demais fungos sequenciados em 

ambientes aquáticos. 
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TABELA 6 – IDENTIFICAÇÃO DE FUNGOS ISOLADOS DE CORPOS DE PROVA METÁLICOS EXPOSTOS EM ESTAÇÕES DE 
CORROSÃO NA USINA HIDRELÉTRICA DE TUCURUÍ POR SEQUENCIAMENTO DAS REGIÕES ITS-1, 5.8S E ITS-2, E DOS GENES DA 
BETA-TUBULINA, FATOR DE ELONGAÇÃO E RNA POLIMERASE 

Coleta Isolado Micro-organismo relacionado 
Genes sequenciados 

Identidade (%) 
ITS benA ef-1α rpb2 

1 AC6 4 Penicillium citrinum (JQ316514.1) KJ413361 KJ413328 KJ476395 KJ476421 100 

1 AC13 1 Lecythophora sp. (KC007155.1) KJ413373 KJ413345 KJ476409 KJ476436 99 

1 AC13 3 Penicillium citrinum (JQ316514.1) KJ413362 KJ413329 KJ476396 KJ476422 100 

1 AC13 7 Penicillium shearii (JN606850.1) - KJ413338 KJ476402 - 99 

1 AX21 1* Penicillium verruculosum (JN565299.1) KJ413368 KJ413340 KJ476404 KJ476428 100 

1 AX21 2 Aspergillus fumigatus (JX545087.1) - KJ413347 KJ476410 - 100 

1 AX46 2  Penicillium citrinum (JQ316514.1) KJ413363 KJ413330 KJ476397 KJ476423 100 

2 AC15 4 Westerdykella dispersa (AY943055.1) KJ413374 KJ413346 - - 99 

2 AC15 5 Penicillium shearii (JN606850.1) - KJ413339 KJ476403 KJ476429 100 

2 AC15 8 Aspergillus terreus (FJ491709.1) - KJ413348 - - 99 

2 AC45 3 Penicillium chrysogenum (EU128560.1) KJ413370 KJ413341 KJ476405 KJ476430 100 

2 AC45 6 Penicillium citrinum (JQ717340.1) KJ413364 KJ413331 - KJ476424 100 

2 AC48 1 Aspergillus tennesseensis 

(JQ301895.1) 
KJ413375 KJ413349 KJ476411 KJ476437 100 

2 AC48 4* Bionectria ochroleuca (JQ411384.1) KJ413378 KJ413352 - - 99 

2 AC48 7 Aspergillus sydowii (JN853936.1) KJ413376 KJ413350 KJ476412 KJ476438 100 
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2 AC48 16 Paecilomyces lilacinus (GU979977.1) - - KJ476413 - 99 

2 AX44 1 Penicillium citrinum (KC345003.1) - KJ413332 - - 100 

3 AC11 1 Penicillium citrinum (GU944561.1) KJ413365 KJ413333 KJ476398 KJ476425 100 

3 AC11 2 Hypoxylon fragiforme (EU715613.1) KJ413379 - KJ476414 KJ476439 97 

3 AC16 2 Aspergillus versicolor (EU888928.1) KJ413377 KJ413351 - - 100 

3 AC21 4 Sporothrix inflata (AY495444.1) - KJ413353 KJ476416 - 97 

4 AC7 2 
Auxarthron chlamydosporum 

(AJ426458.1) 
KJ413382 KJ413354 KJ476417 - 96 

4 AC19 1 Hypoxylon fragiforme (EU715613.1) KJ413380 KJ413355 KJ476415 KJ476440 98 

4 AC24 2 Talaromyces stipitatus (JX122729.1) KJ413383 KJ413358 KJ476419 - 100 

4 AC24 3* Penicillium aculeatum (HM061307.1) KJ413369 KJ413343 KJ476407 KJ476432 99 

4 AC24 5 Penicillium citrinum (GU944561.1) KJ413366 KJ413334 KJ476399 KJ476426 100 

4 AL2 1 Hypoxylon fragiforme (EU715613.1) KJ413381 KJ413356 - - 97 

4 AL2 2 Penicillium chrysogenum (HQ026745.1) KJ413371 KJ413342 KJ476406 KJ476431 99 

4 AL2 3 Penicillium citrinum (KC345003.1) - KJ413335 - - 100 

5 AC38 1 Penicillium citrinum (KC345003.1) - KJ413336 KJ476400 - 99 

5 AC38 3 
Microsphaeropsis arundinis 

(EF094556.1) 
KJ413387 KJ413357 KJ476418 - 100 

5 AC40 1 Penicillium citrinum (EU645682.1) KJ413367 KJ413337 KJ476401 KJ476427 100 

6 AC58 2 Talaromyces amestolkiae (JX965214.1) KJ413384 KJ413359 KJ476420 KJ476434 100 
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6 AC58 5* Penicillium pinophilum (FJ619262.1) KJ413372 KJ413344 KJ476408 KJ476433 98 

6 AC58 6 Talaromyces amestolkiae (JX965214.1) KJ413385 KJ413360 - KJ476435 100 

6 AC62 2 Talaromyces amestolkiae (JX965214.1) KJ413386 - - - 100 

Fonte: O autor (2013) 

Nota: Todas as sequências foram depositadas no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information). Os códigos apresentados são 

referentes aos números de acesso. Os isolados marcados com (*) foram inicialmente identificados como Penicillium verruculosum, Penicillium aculeatum, 

Penicillium pinophilum e Bionectria ochroleuca. Porém, após a submissão das sequências suas identificações foram alteradas para Talaromyces 

verruculosus, Talaromyces aculeatus, Talaromyces pinophilus e Clonostachys rosea, respectivamente. Os fungos do gênero Penicillium e Clonostachys são 

anamórficos, ou seja, se reproduzem apenas assexuadamente, enquanto Talaromyces e Bionectria são teleomórficos, e se reproduzem sexuadamente ou 

assexuadamente. Anamórficos e teleomórficos representam diferentes estados reprodutivos do mesmo micro-organismo, que pode, portanto, ser identificado 

com qualquer um dos dois nomes (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). 
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5.7 Comparação de identificação morfológica e molecular 

 

Por serem espécies pouco conhecidas e haver discordância entre as 

identificações morfológica e molecular, foram selecionados os isolados AC15 4 

e AC48 4 da coleta II, AC11 2 e AC21 4 da coleta III, AC7 2 da coleta IV e 

AC38 3 da coleta V para visualização em MEV e análise filogenética. Em todos 

os casos, a identificação molecular foi confirmada segundo literatura 

especializada. 

O isolado AC15 4 (FIGURA 13) foi identificado por microcultivo como 

Phoma sp., e molecularmente como Westerdykella dispersa. De acordo com 

Clum (1955), que primeiro caracterizou a espécie, o micélio é homotálico e 

ramificado, com hifas de 1 a 6 µm de diâmetro. O asco é globoso, com 

diâmetro de 10-14,5 µm, e os ascósporos de 2 a 6 µm. Já os fungos 

pertencentes ao gênero Phoma apresentam picnídio esférico ostiolado de 60-

400 µm, dependendo da espécie, e as estruturas reprodutivas possuem 

formato elipsoide, diferente da amostra em questão (DE HOOG; GUARRO; 

FIGUERAS, 2001). 

A análise filogenética da região ITS confirmou que o isolado AC15 4 

agrupa-se com os isolados dos gêneros Westerdykella e Pycnidiophora 

(FIGURA 14). A árvore foi gerada com máxima verossimilhança utilizando o 

modelo de substituição Kimura 2 parâmetros. 
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FIGURA 13 – ISOLADO AC15 4, IDENTIFICADO COMO Westerdykella dispersa. (A) 
E (B) VERSO E REVERSO DA PLACA DE MEIO BDA APÓS INCUBAÇÃO POR 4 
DIAS A 28°C; (C) MICROCULTIVO COM CLAREADOR LACTOFENOL COM AZUL 
DE ALGODÃO EM AUMENTO DE 400X; (D) MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 
VARREDURA EM AUMENTO DE 500X; (E) MEV DO ASCO EM AUMENTO DE 
2500X; (F) MEV DO ESPORO EM AUMENTO DE 25000X 
Fonte: O autor (2013) 

 

 

FIGURA 14 – ÁRVORE FILOGENÉTICA DE ESPÉCIES DE Westerdykella, 
Pycnidiophora E Phoma BASEADA NO ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DA 
REGIÃO ITS E CONSTRUÍDA COM MÁXIMA VEROSSIMILHANÇA.  
Nota: A linhagem referência de Saccharomyces cerevisiae foi utilizada como grupo externo. O 
número de bootstraps foi 1000 repetições, e o número de cada ramo indica a frequência que o 
agrupamento apareceu ao longo das repetições. O círculo vermelho indica o agrupamento ao 
qual pertence o isolado AC15 4 II. 
FONTE: O autor (2014) 

 

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

X400 100μm
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Espécies de Westerdykella e Pycnidiophora já foram encontradas em 

amostras ambientais, como em sistemas de água (KINSEY; PATERSON; 

KELLEY, 2003), água do mar (PANNO et al., 2013) e atuando como endofiticos 

em plantas consideradas saudáveis (ANGELINI et al., 2012). 

O isolado AC48 4 (FIGURA 15) foi identificado por microcultivo como 

Acremonium sp., e molecularmente como Bionectria ochroleuca. Tanto na 

microscopia óptica quanto na eletrônica foi visualizada a estrutura assexuada 

do fungo, que possui como característica fiálides não ramificadas 

(SCHROERS; SAMUELS, 1997). Algumas características do gênero 

Acremonium, como fiálides e conidióforos simples, foram verificadas no 

aumento de 400X. Entretanto, os conídios deste gênero são menores, com 

tamanhos variando entre 3 a 6 µm de comprimento e 1 a 2,5 µm de espessura 

(DE HOOG; GUARRO; FIGUERAS, 2001). 

 

 

FIGURA 15 – ISOLADO AC48 4, IDENTIFICADO COMO Bionectria ochroleuca. (A) E 
(B) VERSO E REVERSO DA PLACA DE MEIO BDA APÓS INCUBAÇÃO POR 4 DIAS 
A 28°C; (C) MICROCULTIVO COM CLAREADOR LACTOFENOL COM AZUL DE 
ALGODÃO EM AUMENTO DE 400X; (D) MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 
VARREDURA EM AUMENTO DE 650X; (E) MEV DO CONIDIÓFORO EM AUMENTO 
DE 2500X; (F) MEV DO CONÍDIO EM AUMENTO DE 9000X 
Nota: A seta vermelha indica a fiálide sem ramificação, característica presente na espécie 
Bionectria ochroleuca. 
Fonte: O autor (2013) 

 

(a) (b) (c)
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 A análise filogenética da região ITS também confirmou a identidade do 

isolado AC48 4 após agrupamento com demais linhagens de Bionectria 

ochroleuca (FIGURA 16). A árvore foi gerada com máxima verossimilhança 

utilizando o modelo de substituição Kimura 2 parâmetros. 

  

 

FIGURA 16 – ÁRVORE FILOGENÉTICA DE ESPÉCIES DE Bionectria E Acremonium 
BASEADA NO ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DA REGIÃO ITS E 
CONSTRUÍDA COM MÁXIMA VEROSSIMILHANÇA.  
Nota: A linhagem referência de Saccharomyces cerevisiae foi utilizada como grupo externo. O 
número de bootstraps foi 1000 repetições, e o número de cada ramo indica a frequência que o 
agrupamento apareceu ao longo das repetições. O círculo vermelho indica o agrupamento ao 
qual pertence o isolado AC48 4 II. 
FONTE: O autor (2014) 

 

Espécies de Bionectria são encontradas em diversos nichos ecológicos. 

Podem ser decompositoras, necrotróficas, biotróficas, e algumas espécies são 

parasitas de plantas e animais. Economicamente, também são utilizadas no 

controle biológico (SCHROERS; SAMUELS, 1997). 

O isolado AC11 2 (FIGURA 17) foi identificado por microcultivo como 

Nigrospora sp., e Hypoxylon fragiforme por biologia molecular. Segundo Kickx 

(1835), os fungos da espécie H. fragiforme apresentam conídios ovoides de 3 a 

6 µm que crescem a partir do ápice do conidióforo. Após a liberação do conídio, 

cicatrizes podem permanecer no conidióforo, que são geralmente longos e 

mais afunilados no ápice. A colônia pode apresentar micélio aéreo de cor 

branca acinzentada, sendo as regiões esporulantes de coloração marrom clara 

ou amarelada. Apesar de o gênero Nigrospora apresentar as mesmas 
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características em cultura, na visualização em microscópio verificam-se 

conídios únicos partindo do ápice e das laterais das hifas, além de apresentar 

um sulco na lateral (DE HOOG; GUARRO; FIGUERAS, 2001). 

 

 

FIGURA 17 – ISOLADO AC11 2, IDENTIFICADO COMO Hypoxylon fragiforme. (A) E 
(B) VERSO E REVERSO DA PLACA DE MEIO BDA APÓS INCUBAÇÃO POR 4 DIAS 
A 28°C; (C) MICROCULTIVO COM CLAREADOR LACTOFENOL COM AZUL DE 
ALGODÃO EM AUMENTO DE 400X; (D) MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 
VARREDURA EM AUMENTO DE 1000X; (E) E (F) MEV DO CONIDIÓFORO EM 
AUMENTO DE 4000X 
Nota: As setas vermelhas indicam a cicatriz presente no conidióforo e o afunilamento do ápice 
do mesmo. 
Fonte: O autor (2013) 

 

 O isolado AC11 2 foi confirmado como Hypoxylon fragiforme após 

análise filogenética da região ITS (FIGURA 18). A árvore foi gerada com 

máxima verossimilhança utilizando o modelo de substituição Kimura 2 

parâmetros. 

  

 

 

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

X400 100μm
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FIGURA 18 – ÁRVORE FILOGENÉTICA DE ESPÉCIES DE Hypoxylon E Nigrospora 
BASEADA NO ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DA REGIÃO ITS E 
CONSTRUÍDA COM MÁXIMA VEROSSIMILHANÇA. 
Nota: A linhagem referência de Saccharomyces cerevisiae foi utilizada como grupo externo. O 
número de bootstraps foi 1000 repetições, e o número de cada ramo indica a frequência que o 
agrupamento apareceu ao longo das repetições. O círculo vermelho indica o agrupamento ao 
qual pertence o isolado AC11 2 III. 
FONTE: O autor (2014) 

 

Hypoxylon fragiforme, bem como outros fungos da família Xylariaceae, 

são comumente encontrados na natureza, crescendo em troncos de árvores e 

em arbustos. Podem causar doenças na madeira e nas folhas (CHAPELA; 

PETRINI; BIELSER, 1993), mas também é economicamente importante graças 

à produção de metabólitos secundários, como pigmentos e nematicidas 

(STADLER et al., 2006). 

O isolado AC21 4 (FIGURA 19) foi identificado por microcultivo como 

Acremonium sp., e molecularmente como Sporothrix inflata. Tal fungo tem 

como característica colônias brancas, mas escurecidas, e seus conidióforos 

crescem a partir de hifas indiferenciadas. Os conídios, de 2,5 a 5,5 µm de 

comprimento, estão agrupados e apresentam crescimento simpodial, ou seja, 

crescem lateralmente ao longo da hifa (DE HOOG, 1974). Já o gênero 

Acremonium apresenta fiálides simples, crescendo eretas a partir de hifas 

indiferenciadas. Os conídios estão em agregados de 2 a 6 µm de diâmetro (DE 

HOOG; GUARRO; FIGUERAS, 2001), e não crescendo lateralmente como na 

FIGURA 19. 
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FIGURA 19 – ISOLADO AC21 4, IDENTIFICADO COMO Sporothrix inflata. (A) E (B) 
VERSO E REVERSO DA PLACA DE MEIO BDA APÓS INCUBAÇÃO POR 4 DIAS A 
28°C; (C) MICROCULTIVO COM CLAREADOR LACTOFENOL COM AZUL DE 
ALGODÃO EM AUMENTO DE 400X; (D) MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 
VARREDURA EM AUMENTO DE 1500X; (E) MEV DO CONIDIÓFORO EM 
AUMENTO DE 5000X; (F) MEV DO CONÍDIO EM AUMENTO DE 10000X 
Nota: A seta vermelha indica o crescimento simpodial dos conídeos. 
Fonte: O autor (2013) 

 

 A análise filogenética do gene parcial da beta-tubulina também 

confirmou a identidade do isolado AC21 4 como Sporothrix inflata (FIGURA 

20). A árvore foi gerada com máxima verossimilhança utilizando o modelo de 

substituição Kimura 2 parâmetros. 

  

 

 

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

X400 100μm
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FIGURA 20 – ÁRVORE FILOGENÉTICA DE ESPÉCIES DE Sporothrix E Acremonium 
BASEADA NO ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DO GENE PARCIAL DA BETA-
TUBULINA E CONSTRUÍDA COM MÁXIMA VEROSSIMILHANÇA. 
Nota: A linhagem referência de Saccharomyces cerevisiae foi utilizada como grupo externo. O 
número de bootstraps foi 1000 repetições, e o número de cada ramo indica a frequência que o 
agrupamento apareceu ao longo das repetições. O círculo vermelho indica o agrupamento ao 
qual pertence o isolado AC21 4 III. 
FONTE: O autor (2014) 

 

Sporothrix sp. é encontrado no ambiente, e quando em contato com 

feridas, pode causar a esporotricose. A doença é uma micose subcutânea que 

atinge o homem, mas também pode afetar outros animais, como cães e gatos 

(OLIVEIRA et al., 2014). 

O isolado AC7 2 (FIGURA 21) foi identificado morfologicamente como 

Chrysosporium sp., e molecularmente como Auxarthron chlamydosporum. 

Segundo Solé et al. (2002), as colônias de Auxarthron chlamydosporum são 

flocosas e brancas, escurecendo quando maduras. As hifas têm apêndices 

tuberculados e os ascósporos são esféricos de diferentes tamanhos. A 

diferença para o gênero Chrysosporium está nos esporos, que são ovalados, 

com 6 a 11 µm de altura por 3 a 4,5 µm de espessura (DE HOOG; GUARRO; 

FIGUERAS, 2001). 

A análise filogenética da região ITS confirmou que o isolado AC7 2 

agrupa-se com os isolados do gênero Auxarthron (FIGURA 22). A árvore foi 

gerada com máxima verossimilhança utilizando o modelo de substituição 

Kimura 2 parâmetros. 
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FIGURA 21 – ISOLADO AC7 2, IDENTIFICADO COMO Auxarthron chlamydosporum. 
(A) E (B) VERSO E REVERSO DA PLACA DE MEIO BDA APÓS INCUBAÇÃO POR 4 
DIAS A 28°C; (C) MICROCULTIVO COM CLAREADOR LACTOFENOL COM AZUL 
DE ALGODÃO EM AUMENTO DE 400X; (D) MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 
VARREDURA EM AUMENTO DE 1500X; (E) MEV DO CONIDIÓFORO EM 
AUMENTO DE 3000X; (F) MEV DO CONIDIÓFORO EM AUMENTO DE 5000X 
Nota: A seta vermelha indica os apêndices presentes nas hifas. 
Fonte: O autor (2013) 

  

 

FIGURA 22 – ÁRVORE FILOGENÉTICA DE ESPÉCIES DE Auxarthron E 
Chrysosporium BASEADA NO ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DA REGIÃO ITS 
E CONSTRUÍDA COM MÁXIMA VEROSSIMILHANÇA. 
Nota: A linhagem referência de Saccharomyces cerevisiae foi utilizada como grupo externo. O 
número de bootstraps foi 1000 repetições, e o número de cada ramo indica a frequência que o 
agrupamento apareceu ao longo das repetições. O círculo vermelho indica o agrupamento ao 
qual pertence o isolado AC7 2 IV. 
FONTE: O autor (2014) 
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Poucas informações estão disponíveis para a espécie Auxarthron 

chlamydosporum. Entretanto, a ordem Onygenales, que inclui tal espécie, é 

conhecida por apresentar a capacidade de crescer em substratos 

queratinizados e, portanto, atuarem como decompositores (BLYSKAL, 2009). 

O isolado AC38 3 (FIGURA 23) foi identificado morfologicamente como 

Chrysosporium sp., e molecularmente como Microsphaeropsis arundinis. 

Sutton (1980) afirma que o gênero Microsphaeropsis possui picnídio globuloso, 

de cerca de 100 µm de diâmetro. O conidióforo é cilíndrico, de diâmetro 

variando de 4,5 a 10 µm. As colônias, quando crescidas em meio BDA, 

apresentam cor cinza claro. Novamente, o gênero Chrysosporium foi 

descartado por não apresentar esporos redondos (DE HOOG; GUARRO; 

FIGUERAS, 2001). 

 

 

FIGURA 23 – ISOLADO AC38 3, IDENTIFICADO COMO Microsphaeropsis arundinis. 
(A) E (B) VERSO E REVERSO DA PLACA DE MEIO BDA APÓS INCUBAÇÃO POR 4 
DIAS A 28°C; (C) MICROCULTIVO COM CLAREADOR LACTOFENOL COM AZUL 
DE ALGODÃO EM AUMENTO DE 400X; (D) MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 
VARREDURA DO CONIDIÓFORO EM AUMENTO DE 1400X; (E) MEV DO 
CONIDIÓFORO EM AUMENTO DE 4000X. 
Fonte: O autor (2013) 

 

 O isolado AC38 3 foi confirmado como Microsphaeropsis arundinis após 

análise filogenética da região ITS (FIGURA 24). A árvore foi gerada com 

(a) (b) (c)

(d) (e)

X400 100μm
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máxima verossimilhança utilizando o modelo de substituição Kimura 2 

parâmetros. 

  

 

FIGURA 24 – ÁRVORE FILOGENÉTICA DE ESPÉCIES DE Microsphaeropsis E 
Chrysosporium BASEADA NO ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DA REGIÃO ITS 
E CONSTRUÍDA COM MÁXIMA VEROSSIMILHANÇA. 
Nota: A linhagem referência de Saccharomyces cerevisiae foi utilizada como grupo externo. O 
número de bootstraps foi 1000 repetições, e o número de cada ramo indica a frequência que o 
agrupamento apareceu ao longo das repetições. O círculo vermelho indica o agrupamento ao 
qual pertence o isolado AC38 3 V. 
FONTE: O autor (2014) 

 

 M. arundinis está naturalmente presente na água (KINSEY; PATERSON; 

KELLEY, 2003), e também foi encontrado como endofítico (SOMMART et al., 

2012). É causador de infecções de pele em mamíferos, sendo que nos 

humanos apenas em casos de pacientes imunocomprometidos (HALL; 

KEELING; BRUMBLE, 2009). Também é bastante estudado por produzir 

compostos bioativos, de atividade antifúngica, antimalária e antioxidante 

(SOMMART et al., 2012). 

 

 

5.8 Padronização da técnica de espectroscopia no infravermelho 

 

5.8.1 Bactérias  

 

Entre os solventes utilizados, somente a água e a solução de NaCl 

0,85% permitiram produzir uma suspensão homogênea, inclusive sem haver a 
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necessidade de agitação vigorosa. Os demais solventes revelaram, mesmo 

após terem passado pelo ultrassom, uma quantidade de células muito 

agrupadas. Solventes como o óleo mineral e a glicerina revelaram-se como 

impróprios para as análises realizadas, pois a viscosidade dessas substâncias 

dificulta tanto a suspensão das células quanto à aplicação da amostra no 

equipamento. O éter de petróleo também não é de fácil utilização, já que há 

uma taxa de evaporação dessa substância muito elevada desde o preparo da 

amostra. A acetonitrila, o clorofórmio, o ciclohexano e o acetato de etila tiveram 

resultados aceitáveis, pois o espectro obtido para cada solvente não interfere 

em faixas importantes às análises de amostras biológicas. 

Entretanto, ao analisar os espectros das substâncias testadas, a água foi 

descartada como um possível solvente a ser utilizado, pois como já afirmado 

por Barth e Harris (2009), sua absorbância é excessiva para o infravermelho 

médio, sobrepondo-se às bandas de absorção geradas pela bactéria e 

impossibilitando seu uso. Já dentre acetonitrila, clorofórmio, ciclohexano e 

acetato de etila, o clorofórmio (FIGURA 25) apresentou o espectro que 

possibilita a melhor visualização do maior número de bandas, em relação aos 

outros solventes, com poucos picos de absorbância superiores a 1,0 nos 

comprimentos de onda de importância biológica (QUADRO 2). 
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FIGURA 25 – ESPECTRO DO CLOROFÓRMIO REGISTRADO ATRAVÉS DE FT-IR. 
REGIÕES DE IMPORTÂNCIA BIOLÓGICA: (I) PROTEÍNAS E LIPÍDEOS, (II) 
LIPÍDEOS, (III) PROTEÍNAS, (IV) PROTEÍNAS E LIPÍDEOS, (V) POLISSACARÍDEOS 
Fonte: O autor (2013) 

 

Em relação à análise quimiométrica, vários pré-tratamentos foram 

testados, mas houve dificuldade de se encontrar uma técnica que permitisse 

um agrupamento correto das amostras, o que possibilitaria a identificação dos 

micro-organismos analisados. Com a sequência de tratamentos, foi aplicada a 

regressão PLS1, com validação cruzada e 5 componentes principais, atribuindo 

valores qualitativos para cada linhagem (FIGURA 26).  

Foi possível fazer a separação de algumas amostras, contudo, 

agrupamentos incoerentes impediram a formação de um banco de dados que 

permitisse a identificação correta de micro-organismos. Tal dificuldade pode ter 

sido ocasionada pela homogeneização insuficiente das amostras.  
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FIGURA 26 – SCORES REFERENTES À REGRESSÃO PLS1, INDICANDO A 
SEPARAÇÃO DAS AMOSTRAS DE BACTÉRIAS QUANTO À ESPÉCIE POR 
TRANSMITÂNCIA 
Legenda: Escherichia coli (azul), Pseudomonas aeruginosa (verde), e Staphylococcus 
aureus (vermelho). 
Fonte: O autor (2013) 

 

Para corrigir essa dificuldade, uma alternativa é a secagem da amostra 

diretamente sobre o cristal de ZnSe (NAUMANN, 2000). Desta maneira é 

eliminada a influência do solvente sobre o espectro resultante, e a água pode 

ser utilizada para correta homogeneização das células.  

 Como o feixe de infravermelho passa pela célula íntegra, a separação 

das bactérias é feita considerando as diferenças químicas das estruturas fora 

da membrana plasmática, como a parede celular, membrana externa ou 

cápsulas. Por exemplo, as lipopolissacarídeos estão presentes na parede 

celular das bactérias Gram-negativas, e os polissacarídeos de carga negativa 

presentes nas cápsulas de alguns bacilos (NAUMANN, 2000).  

 

5.8.2 Fungos  

 

A padronização foi feita utilizando 8 amostras pertencentes ao gênero 

Aspergillus, sendo A. carbonarius (1 e 7), A. niger (2, 8 e 9), A. westerdijkiae 

(3), A. ochraceus (4) e A. parasiticus (10). 
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Após preparo das amostras pelas três metodologias testadas, verificou-

se que a utilização direta dos esporos e micélio aéreo foi a melhor técnica. 

Após liofilização ou secagem em estufa, o micélio ainda apresentava pequena 

porcentagem de água, diminuindo a qualidade do espectro resultante (BARTH; 

HARRIS, 2009). Além disso, as demais metodologias exigem muitas etapas de 

preparo, o que pode interferir na reprodutibilidade do experimento (MAQUELIN 

et al., 2002). 

Entre as técnicas de espectroscopia no infravermelho analisadas, a 

transmitância foi a que melhor possibilitou a separação das amostras após 

tratamento estatístico. O espectro obtido por reflectância difusa não mostrou 

sinal significativo, além de apresentar muito ruído (FIGURA 27), enquanto na 

análise por ATR não foi possível separar amostras com características 

químicas semelhantes (FIGURA 28). Portanto, as duas técnicas de reflectância 

foram descartadas para análises posteriores. 

 

 

FIGURA 27. ESPECTRO DE ASPERGILLUS PARASITICUS ANALISADO POR 
REFLECTÂNCIA DIFUSA (DRIFT) 
Fonte: O autor (2013) 

 

O tempo de cultivo não interferiu nas análises, portanto optou-se por 4 

dias de incubação para obtenção dos esporos e micélio aéreo. 
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FIGURA 28 – SCORES REFERENTES À REGRESSÃO PLS1, INDICANDO A 
SEPARAÇÃO DAS AMOSTRAS DE FUNGOS POR ATR  
Legenda: Aspergillus carbonarius (1 e 7), A. niger (2, 8 e 9), A. westerdijkiae (3), A. 
ochraceus (4) e A. parasiticus (10). 
Fonte: O autor (2013) 

   

Com a transmitância, os fungos foram separados de acordo com sua 

espécie sem a necessidade de pré-tratamentos, utilizando somente regressão 

por PLS1 (FIGURA 29). 

 

 

FIGURA 29 – SCORES REFERENTES À REGRESSÃO PLS1, INDICANDO A 
SEPARAÇÃO DAS AMOSTRAS DE FUNGOS POR TRANSMITÂNCIA 
Legenda: Aspergillus carbonarius (1 e 7), A. niger (2, 8 e 9), A. westerdijkiae (3), A. 
ochraceus (4) e A. parasiticus (10). 
Fonte: O autor (2013) 

  

Sendo assim, a padronização utilizando micélio e esporos raspados a 

partir do meio sólido, depois triturados com brometo de potássio (1:20) e então 
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prensados para obtenção da pastilha foi a metodologia utilizada para as 

análises seguintes. Os espectros foram coletados através da técnica de 

transmitância. 

 

 

5.9 Construção de banco de dados de espectros de fungos por 

espectroscopia no infravermelho 

 

Foram avaliados os espectros de todos os fungos identificados por 

biologia molecular. Na FIGURA 30 é possível verificar que há diferenças no 

perfil de absorbância nos espectros dos isolados em todos os comprimentos de 

onda de importância biológica (QUADRO 2). 

 

 

FIGURA 30 – ESPECTRO DE 9 ESPÉCIES DE FUNGOS ANALISADOS POR 
TRANSMITÂNCIA. REGIÕES DE IMPORTÂNCIA BIOLÓGICA: (I) PROTEÍNAS E 
LIPÍDEOS, (II) LIPÍDEOS, (III) PROTEÍNAS, (IV) PROTEÍNAS E LIPÍDEOS, (V) 
POLISSACARÍDEOS. 
Legenda: Lecythophora sp. (azul escuro), Aspergillus terreus (vermelho), Penicillium 
shearii (verde escuro), Westerdykella dispersa (azul claro), Bionectria ochroleuca 
(marrom), Hypoxylon fragiforme (cinza claro), Sporothrix inflata (rosa), Auxarthron 
chlamydosporum (cinza escuro) e Talaromyces stipitatus (verde claro). 
Fonte: O autor (2013) 

 

 O objetivo da análise foi fazer a comparação qualitativa entre os 

diferentes gêneros. Por isso, foi considerada apenas a perfil de altura entre os 

picos, e não a intensidade de cada banda separadamente. 
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Apesar das diferenças visíveis, não foi possível fazer a separação 

adequada dos fungos quanto ao gênero, mesmo após a utilização de vários 

pré-tratamentos (FIGURA 31). Isso se deve à falta de homogeneidade no 

número de amostras, uma vez que há muitos gêneros com apenas um isolado 

(grupos 1, 3, 4, 6, 7, 9 e 11), enquanto um grupo apresenta número amostral 

grande (grupo 2). Por se tratar da criação de um modelo matemático, não se 

deve levar em consideração a frequência com a qual os fungos foram isolados, 

mas manter uma constância no número de representantes de cada grupo 

(CÔCCO, 2008). 

 

 

FIGURA 31 – SCORES REFERENTES À REGRESSÃO PLS1, INDICANDO A 
SEPARAÇÃO DAS AMOSTRAS DE FUNGOS QUANTO AO GÊNERO POR 
TRANSMITÂNCIA 
Legenda: Lecythophora sp. (1), Penicillium sp. (2), Westerdykella dispersa (3),  
Bionectria ochroleuca (4), Hypoxylon fragiforme (5), Sporothrix inflata (6), Auxarthron 
chlamydosporum (7), Talaromyces sp. (8), Microsphaeropsis arundinis (9), Aspergillus 
sp. (10) e Paecilomyces lilacinus (11). 
Fonte: O autor (2013) 

 

 Sendo assim, um novo modelo foi construído mantendo a uniformidade 

no número de amostras (FIGURA 32). Para tanto, alguns representantes do 

grupo 2 foram removidos, e foram feitas duplicatas dos gêneros com apenas 

um isolado. Isso é possível porque o objetivo da construção do modelo é a 

identificação entre os gêneros, independentemente se as amostras foram 

isoladas naturalmente ou replicadas em laboratório (TABELA 7). 
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TABELA 7 – LISTA, NÚMERO DE ISOLADOS FÚNGICOS E NÚMERO DE 
REPLICATAS UTILIZADOS NA CRIAÇÃO DO BANCO DE DADOS 

Família Gênero 
Número de 

isolados 
Replicatas 

Sporormiaceae Westerdykella 1 2 

Trichocomaceae Penicillium 3 1 

Ophiostomataceae Sporothrix 1 1 

Bionectriaceae Bionectria 1 2 

Onygenaceae Auxarthron 1 1 

Xylariaceae Hypoxylon 2 1 

Trichocomaceae Talaromyces 2 1 

Coniochaetaceae Lecythophora 1 2 

Trichocomaceae Aspergillus 2 1 

Trichocomaceae Paecilomyces 1 1 

Fonte: O autor (2013) 

  

Após o pré-tratamento linha de base, foi realizada a regressão PLS1, 

com validação cruzada e 3 componentes principais.  

Um modelo de regressão ideal deve apresentar valores de coeficientes 

de determinação de calibração e validação interna próximos a 1, ou 100%. 

Para o modelo obtido, tais valores foram, respectivamente, 94% e 92%, sendo 

possível fazer a separação dos gêneros, conforme assinalado na FIGURA 32. 

Para confirmação da eficiência do modelo, foi feita a validação externa, 

utilizando tanto amostras pertencentes ao modelo quanto isolados novos 

(TABELA 8). 
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FIGURA 32 – SCORES REFERENTES À REGRESSÃO PLS1, INDICANDO A 
SEPARAÇÃO DAS AMOSTRAS DE FUNGOS QUANTO AO GÊNERO POR 
TRANSMITÂNCIA 
Legenda: Westerdykella dispersa (1), Penicillium sp. (2), Sporothrix inflata (3), 
Bionectria ochroleuca (4), Auxarthron chlamydosporum (5), Hypoxylon fragiforme (6), 
Talaromyces sp. (7), Lecythophora sp. (8), Aspergillus sp. (9) e Paecilomyces lilacinus 
(10). 
Fonte: O autor (2013) 

 

TABELA 8 – PREDIÇÃO DAS AMOSTRAS DE FUNGOS QUANTO AO GÊNERO 
POR TRANSMITÂNCIA 

Amostra Grupo real Grupo predito 

E1 2 2 

E2 2 6 

E3 10 10 

E4 9 9 

E5 6 5 

E6 6 7 

E7 4 4 

E8 6 6 

E9 7 7 

E10 1 1 

E11 7 7 

E12 9 8 

Fonte: O autor (2014) 
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Apesar de conseguir predizer um grande número de isolados, o modelo 

falhou na identificação das amostras E2, E5, E6 e E12. Isso significa que o 

mesmo não é robusto para todos os gêneros, devido ao número baixo de 

representantes em cada grupo. Para melhorá-lo, novas amostras de cada 

grupo, sejam isolados novos ou replicatas, devem ser feitas para abranger o 

espaço amostral necessário. 

Diferente da técnica realizada com bactérias, os compostos internos 

presentes nos fungos também foram analisados, como polissacarídeos de 

reserva, ácidos nucleicos e lipídeos (NAUMANN, 2000). A grande variedade de 

macromoléculas presente no micélio permite uma separação mais específica, 

levando também em consideração a produção de metabólitos (LECELLIER et 

al., 2014a). Devido a isso, gêneros hierarquicamente pouco próximos ficaram 

agrupados, por exemplo, Bionectria e Sporothrix. Entretanto, ambos são 

parasitas causadores de doenças em animais.  

 Naumann (2009) conseguiu classificar 26 isolados de 24 espécies de 

Basidiomycota utilizando ATR. Entretanto, a análise de dados foi feita de 

maneira diferenciada, utilizando rede neural artificial ao invés da regressão 

PLS1. 

 A reflectância total atenuada também foi satisfatória para identificação 

de fitopatógenos dos gêneros Fusarium, Colletotrichum e Verticillium em nível 

de espécie e em nível de linhagens (SALMAN et al., 2012). Já Tralamazza et 

al. (2013) utilizaram a metodologia de reflectância difusa para diferenciar 

isolados de Aspergillus, incluindo espécies quimicamente muito semelhantes 

como A. niger e A. carbonarius. 

 Lecellier et al. (2014a) também puderam identificar fungos filamentosos 

quanto ao gênero e espécie com 98% de acerto. Contudo, a metodologia de 

preparo de amostra exige muitas etapas, além de se tratar de suspensões 

aquosas ao invés do pó micelial. Em outro trabalho do mesmo grupo de 

pesquisa, foi possível desenvolver um banco de dados com 486 fungos 

filamentosos encontrados em alimentos. Os autores conseguiram transferir o 

banco para outros espectrofotômetros, e conseguiram fazer a identificação de 

65% das amostras, enquanto que, utilizando o mesmo equipamento, a 

porcentagem de predição correta foi de 90%. Essas diferenças estão 

relacionadas às variações entre os equipamentos (LECELLIER et al., 2014b). 
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 A metodologia de transmitância utilizada nesse trabalho não é 

comumente utilizada para identificação de fungos. Além disso, o preparo de 

amostra realizado é simples, e não requer muitas etapas prévias, facilitando a 

utilização da espectroscopia no infravermelho na classificação de fungos 

filamentosos. 

  

 

5.10 Avaliação da eficiência in vitro dos antimicrobianos MXD-100, 

hidróxido de sódio, Orobor, e extratos de erva-mate (Ilex paraguariensis) 

e aroeira (Schinus terebinthifolius) no controle de micro-organismos 

isolados dos corpos de prova 

 

 Os antimicrobianos foram testados nas seguintes concentrações: Orobor 

2,5 mL/L, 5,0 mL/L e 10 mL/L (LUCKMANN et al., 2011); MXD-100 0,05 ppm 

(MAXCLEAN, 2007), 1 ppm e 3 ppm (MÄDER NETTO, 2011); NaOH pH 9, pH 

12 e pH 14 (MÄDER NETTO, 2011); extrato metanólico de aroeira 0,25 mg/mL, 

0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL (MOURA-COSTA et al., 2012); e extrato aquoso de 

erva-mate 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL (TSAI et al., 2010). A 

gentamicina foi utilizada como controle positivo para Pseudomonas e 

Citrobacter, enquanto a vancomicina é o controle para bactérias Gram-positivas 

(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012). 
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GRÁFICO 6 – EFICIÊNCIA DOS BIOCIDAS CONTRA AS BACTÉRIAS Bacillus sp., 
Citrobacter sp. e Pseudomonas sp. ISOLADAS A PARTIR DE CORPOS DE PROVA 
METÁLICOS EXPOSTOS EM ESTAÇÕES DE CORROSÃO NA USINA 
HIDRELÉTRICA DE TUCURUÍ 
Fonte: O autor (2014) 

 

Analisando cada bactéria isoladamente (GRÁFICO 6), pode-se verificar 

que os antimicrobianos mais eficientes foram Orobor em todas as 

concentrações, MXD-100 1 e 3 ppm e NaOH pH 12 e 14, com valores 

comparáveis aos dos controles positivos. A queda no número de UFC/mL foi da 

ordem de duas unidades logarítmicas em relação ao controle negativo para 

estes biocidas. 

 Estes mesmos antimicrobianos foram os que apresentaram melhores 

resultados contra o pool contendo as bactérias do gênero Bacillus, Citrobacter 

e Pseudomonas (GRÁFICO 7). Os valores foram estatisticamente mais 

satisfatórios que os dos controles positivos, visto que os antibióticos são 

específicos para bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas, enquanto os 

biocidas são eficientes contra todos os tipos bacterianos (APÊNDICE 3). 
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GRÁFICO 7 – EFICIÊNCIA DOS BIOCIDAS CONTRA POOL DE BACTÉRIAS 
ISOLADAS A PARTIR DE CORPOS DE PROVA METÁLICOS EXPOSTOS EM 
ESTAÇÕES DE CORROSÃO NA USINA HIDRELÉTRICA DE TUCURUÍ 
Nota: Análise estatística pelo teste de Scott-Knott (com probabilidade ao nível de 5%). 
Amostras com letras iguais apresentam igualdade estatística. 
Fonte: O autor (2014) 

 

 O extrato de aroeira diminuiu a concentração das bactérias no pool de 

108 UFC/mL para 107 UFC/mL nas concentrações mais altas, 0,5 e 1,0 mg/mL. 

Apesar de serem valores significantes, essa variação foi pequena em relação 

aos demais antimicrobianos. Segundo Moura-Costa et al. (2012), a 

concentração inibitória mínima do extrato bruto contra Pseudomonas 

aeruginosa e Bacillus subtilis foi de 1,0 mg/mL, conforme verificado no presente 

trabalho. Já Gehrke et al. (2013) conseguiram inibição na concentração de  

0,25 mg/mL, e letalidade em 0,5 mg/mL, utilizando o extrato de outra espécie 

de aroeira (Schinus lentiscifolius). O uso de óleos essenciais extraídos a partir 

da aroeira obteve resultados de inibição semelhantes, entre 0,5 e 1,0 mg/mL 

(MARTINS et al., 2014). 

 O extrato de erva-mate inibiu o crescimento das bactérias testadas 

separadamente em aproximadamente 0,5 unidade logarítmica nas 

concentrações de 0,5 e 1,0 mg/mL. Já no teste com o pool, a eficiência foi a 

mesma em todas as concentrações testadas. Oh et al. (2013) testaram a 

eficiência do chá de erva-mate contra Staphylococcus e Listeria, mostrando 

valores de concentração inibitória mínima de 5 mg/mL. Outros trabalhos 

f f g 

a 

g 
h 

c 
f f 

a 
b 

c 
b b b 

d 
e 

a 

0,000 

1,000 

2,000 

3,000 

4,000 

5,000 

6,000 

7,000 

8,000 

9,000 

lo
g 

U
FC

/m
L 



95 
 

apresentaram concentração mínima de 1 mg/ml para inibir o crescimento de 

Propionibacterium acnes (TSAI et al., 2010); para diferentes linhagens de 

Escherichia coli obteve-se valores acima de 0,2 mg/mL, enquanto para 

Staphylococcus aureus apenas 25 µg/mL se mostrou eficiente (BURRIS et al., 

2011). 

No teste de microdiluição para fungos, foi utilizado como controle 

positivo a nistatina, antifúngico normalmente associado em infecções causadas 

por Candida, mas que também atua contra fungos filamentosos (BRUNTON; 

CHABNER; KNOLLMAN, 2012). Ao testar os antimicrobianos contra o fungo 

Penicillium citrinum, os melhores resultados foram MXD-100 a 1 e 3 ppm e 

NaOH pH 14, comparáveis a nistatina (APÊNDICE 4). Entretanto, Orobor       

10 mL/L, NaOH pH 12 e o extrato de erva-mate também apresentaram 

resultados estatisticamente favoráveis (GRÁFICO 8). 

  

 
GRÁFICO 8 – EFICIÊNCIA DOS BIOCIDAS CONTRA O FUNGO Penicillium citrinum, 
ISOLADO A PARTIR DE CORPOS DE PROVA METÁLICOS EXPOSTOS EM 
ESTAÇÕES DE CORROSÃO NA USINA HIDRELÉTRICA DE TUCURUÍ 
Nota: Análise estatística pelo teste de Scott-Knott (com probabilidade ao nível de 5%). 
Amostras com letras iguais apresentam igualdade estatística. 
Fonte: O autor (2014) 

 

O extrato de aroeira favoreceu o crescimento fúngico em relação ao 

controle negativo, porém tais dados não corroboram com os encontrados na 

literatura. Moura-Costa et al. (2012) conseguiram uma concentração inibitória 

mínima de 0,5 µg/mL contra Candida albicans e 4 µg/mL contra C. parapsilosis. 

a 
b 

c 

a 

d d 

b 
c 

d 

a a a 
c 

c 
b 

d 

b 

0,000 

1,000 

2,000 

3,000 

4,000 

5,000 

6,000 

7,000 

lo
g 

e
sp

o
ro

s/
m

L 



96 
 

Em outro trabalho, valores de 0,25 mg/mL foi obtido para C. albicans, 

Saccharomyces cerevisiae e Cryptococcus neoformans (GEHRKE et al., 2013). 

Martins et al. (2014) testou o extrato de Schinus molle contra os fungos 

filamentosos Aspergillus, Rhizopus e Fusarium. Para Rhizopus, a concentração 

inibitória mínima foi de 0,5 mg/mL; para Aspergillus niger foi 1 mg/mL e para 

Fusarium foi superior a 1 mg/mL.  

A concentração de 0,1 mg/mL de extrato de erva-mate foi suficiente para 

diminuir a concentração de esporos. Entretanto, o extrato mostrou-se eficiente 

no controle do fungo Malassezia furfur apenas na concentração de 1000 

mg/mL (FILIP; DAVICINO; ANESINI, 2010). Salienta-se que os valores de 

concentração inibitória mínima foram citados para apresentar a eficiência dos 

extratos como antimicrobianos, e não podem ser comparados com o do 

presente trabalho. Não foi encontrada na literatura a influência dos mesmos 

quando testados contra um pool de micro-organismos. 

Os antimicrobianos mais adequados para o controle dos micro-

organismos isolados a partir dos corpos de prova da Usina de Tucuruí são 

Orobor 5 mL/L, Orobor 10 mL/L, MXD-100 1 ppm, MXD-100 3 ppm, NaOH pH 

12 e NaOH pH 14. 

É conhecido o efeito do óleo essencial da laranja no controle de 

bactérias e fungos, e sua capacidade citotóxica está relacionada à atividade 

antioxidante inerente aos componentes voláteis dos óleos (BAKKALI et al., 

2008). Os óleos essenciais podem inclusive prevenir a formação de biofilmes 

de bactérias como Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa 

(SZCZEPANSKI; LIPSKI, 2014). 

O hidróxido de sódio nos pH 12 e 14, apesar de eficiente, não é o ideal 

para utilização in situ devido a alterações na água causadas pela alcalinidade. 

O uso do NaOH pH 9 é o ideal para implantação na Usina (MÄDER NETTO, 

2011), quando tomados os devidos cuidados para instalação. Este trabalho 

mostrou que tal faixa de pH conseguiu controlar o crescimento microbiano, 

mesmo não apresentando os melhores resultados. 

Confirmou-se que o MXD-100, já utilizado na Usina Hidrelétrica de 

Tucuruí, é eficiente no controle de fungos e bactérias. A concentração mínima 

indicada pelo fabricante, 0,05 ppm, não conseguiu inibir o crescimento 
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microbiano, mas a concentração de 1 ppm foi suficiente para reduzir a 

quantidade de bactérias e esporos fúngicos. 

 O conhecimento sobre a microbiota pertencente ao biofilme presentes 

na Usina Hidrelétrica de Tucuruí possibilitou estabelecer o melhor biocida a ser 

utilizado para o controle eficiente da formação de filmes microbianos. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 
Com o presente trabalho foi possível isolar bactérias e fungos 

conhecidos como potenciais causadores de biocorrosão. O número de micro-

organismos isolados não difere estatisticamente em relação ao material do 

corpo de prova, mas a contagem foi menor no período em que a vazão do rio 

diminuiu. 

Foram isoladas 358 bactérias, sendo 52% Gram positivas, com 

predomínio do gênero Bacillus. Dentre as bactérias Gram negativas, pode-se 

citar Citrobacter sp., Shigella sp., Pseudomonas sp., Enterobacter sp. e 

Acinetobacter sp; 

As bactérias oxidantes do ferro estavam presentes em 42% das 

amostras, enquanto bactérias redutoras de sulfato apareceram em 62,5% dos 

corpos de prova, segundo abordagem molecular. 

Foram isolados 94 fungos, predominantemente do gênero Penicillium. 

Outros gêneros encontrados foram Acremonium, Alternaria, Aspergillus e 

Paecilomyces. É a primeira vez que as espécies Hypoxylon fragiforme, 

Auxarthron chlamydosporum, Talaromyces stipitatus e Talaromyces 

amestolkiae são encontradas em ambientes aquáticos. 

Quanto a espectroscopia no infravermelho, novas análises deverão ser 

realizadas com as bactérias para melhor padronização da técnica. Já para os 

fungos, a espectroscopia se mostrou eficaz para classificação de fungos em 

nível de gênero. A formação do banco de dados de espectros fúngicos 

apresentou calibração de 94% para separação de amostras. 

Os antimicrobianos MXD-100 1 ppm e 3 ppm, Orobor 10 mL/L e NaOH 

pH 14 foram os mais eficientes no controle de bactérias e fungos. 
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Apêndice 1 – Análise estatística da contagem bacteriana pelo 

Teste de Scott-Knott 

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO                
 
                        QUADRO DE ANÁLISE                          
------------------------------------------------------------------ 
FV             GL          SQ              QM            F         
------------------------------------------------------------------ 
Tratamentos    23        262.66244        11.42011       6.0959 ** 
Resíduo        48         89.92428         1.87342                 
------------------------------------------------------------------ 
Total          71        352.58672                                 
------------------------------------------------------------------ 
** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < .01)         
 * significativo ao nível de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)  
ns não significativo (p >= .05)                                    
 
    GL           GLR          F-crit       F            p          
    23           48           2.2195       6.0959       <0.001     
 
                         MÉDIAS E MEDIDAS                          
 
                       Médias de tratamento                        
                      ----------------------                       
                         1       6.77010 a                         
                         2       7.16060 a                         
                         3       8.12170 a                         
                         4       6.40670 a                         
                         5       7.43867 a                         
                         6       7.51843 a                         
                         7       7.30120 a                         
                         8       6.88040 a                         
                         9       7.67683 a                         
                        10       7.94090 a                         
                        11       7.42923 a                         
                        12       7.84480 a                         
                        13       8.11423 a                         
                        14       3.95503  b                        
                        15       4.43727  b                        
                        16       9.39803 a                         
                        17       0.30100   c                       
                        18       3.93480  b                        
                        19       7.18487 a                         
                        20       7.05140 a                         
                        21       7.85093 a                         
                        22       7.40013 a                         
                        23       8.32010 a                         
                        24       8.89400 a                         
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                      ----------------------                       
 
    MG = 6.88881                                   CV% = 19.87     
                      Ponto médio = 4.88880                        
 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. 
Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade           
 
                              DADOS                                
                      ----------------------                       
                      6.7953  6.5735  6.9415                       
                      7.3172  6.9318  7.2328                       
                      8.1258  8.2486  7.9907                       
                      6.1057  6.4067  6.7077                       
                      7.3751  7.5435  7.3974                       
                      7.4291  7.6778  7.4484                       
                      6.8745  6.9415  8.0876                       
                      6.9614  6.9614  6.7184                       
                      7.6140  7.7240  7.6925                       
                      7.7037  8.0928  8.0262                       
                      7.1565  8.0997  7.0315                       
                      7.8648  7.8909  7.7787                       
                      8.2812  8.0562  8.0053                       
                      7.6091   .3010  3.9550                       
                      8.5735   .3010  4.4373                       
                      9.3659  9.3516  9.4766                       
                       .3010   .3010   .3010                       
                      7.5686   .3010  3.9348                       
                      7.2059  7.1635  7.1852                       
                      7.2895  7.0359  6.8288                       
                      7.7883  7.8090  7.9555                       
                      7.4486  7.3588  7.3930                       
                      8.0732  8.4260  8.4611                       
                      8.5872  8.9817  9.1131                       
                      ----------------------                       
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Apêndice 2 – Análise estatística da contagem fúngica pelo 

Teste de Scott-Knott 

 
               EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO                
 
                        QUADRO DE ANÁLISE                          
------------------------------------------------------------------ 
FV             GL          SQ              QM            F         
------------------------------------------------------------------ 
Tratamentos    23        135.60597         5.89591       3.7975 ** 
Resíduo        48         74.52423         1.55259                 
------------------------------------------------------------------ 
Total          71        210.13019                                 
------------------------------------------------------------------ 
** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < .01)         
 * significativo ao nível de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)  
ns não significativo (p >= .05)                                    
 
    GL           GLR          F-crit       F            p          
    23           48           2.2195       3.7975       <0.001     
 
                         MÉDIAS E MEDIDAS                          
 
                       Médias de tratamento                        
                      ----------------------                       
                         1       7.09047 a                         
                         2       7.30517 a                         
                         3       7.40440 a                         
                         4       7.19783 a                         
                         5       6.29707 a                         
                         6       6.28737 a                         
                         7       6.44587 a                         
                         8       6.26687 a                         
                         9       5.56860 a                         
                        10       5.56380 a                         
                        11       2.92770  b                        
                        12       3.51467  b                        
                        13       5.99813 a                         
                        14       6.31920 a                         
                        15       3.17580  b                        
                        16       6.94200 a                         
                        17       5.74910 a                         
                        18       3.08533  b                        
                        19       6.70390 a                         
                        20       7.41767 a                         
                        21       6.73960 a                         
                        22       6.93323 a                         
                        23       6.84927 a                         
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                        24       6.55300 a                         
                      ----------------------                       
 
    MG = 6.01400                                   CV% = 20.72     
                      Ponto médio = 4.18240                        
 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. 
Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade           
 
                              DADOS                                
                      ----------------------                       
                      7.7776  6.0964  7.3974                       
                      7.3172  7.3655  7.2328                       
                      7.3256  7.4832  7.4044                       
                      6.5828  7.0599  7.9508                       
                      6.0964  6.0964  6.6984                       
                      6.3877  6.0867  6.3877                       
                      6.4459  6.0964  6.7953                       
                      6.4174  6.1163  6.2669                       
                      5.5686  5.5686  5.5686                       
                      5.5638  5.5638  5.5638                       
                      2.9277  5.5544   .3010                       
                      3.5147  6.7283   .3010                       
                      5.9981  5.6091  6.3872                       
                      6.7852  6.0862  6.0862                       
                      6.0506   .3010  3.1758                       
                      7.2725  6.7496  6.8039                       
                      5.7491  5.5986  5.8996                       
                      3.0853  5.8697   .3010                       
                      5.5724  6.4755  8.0638                       
                      7.1533  7.4123  7.6874                       
                      6.7496  6.8957  6.5735                       
                      6.6527  6.8745  7.2725                       
                      6.6527  7.0206  6.8745                       
                      7.0649  6.4186  6.1755                       
                      ----------------------                  
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Apêndice 3 – Análise estatística da eficiência dos biocidas 

contra o pool bacteriano pelo Teste de Scott-Knott 

               EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO                
 
                        QUADRO DE ANÁLISE                          
------------------------------------------------------------------ 
FV             GL          SQ              QM            F         
------------------------------------------------------------------ 
Tratamentos    17         41.45925         2.43878      60.9037 ** 
Resíduo        36          1.44156         0.04004                 
------------------------------------------------------------------ 
Total          53         42.90080                                 
------------------------------------------------------------------ 
** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < .01)         
 * significativo ao nível de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)  
ns não significativo (p >= .05)                                    
 
    GL           GLR          F-crit       F            p          
    17           36           2.5095       60.9037      <0.001     
 
                         MÉDIAS E MEDIDAS                          
 
                       Médias de tratamento                        
                      ----------------------                       
                         1       6.17807      f                    
                         2       6.06273      f                    
                         3       5.76637       g                   
                         4       8.05747 a                         
                         5       5.75353       g                   
                         6       5.34627        h                  
                         7       7.15083   c                       
                         8       6.40873      f                    
                         9       6.35237      f                    
                        10       8.02943 a                         
                        11       7.64367  b                        
                        12       7.32147   c                       
                        13       7.72747  b                        
                        14       7.70040  b                        
                        15       7.64513  b                        
                        16       6.86417    d                      
                        17       6.52820     e                     
                        18       8.17603 a                         
                      ----------------------                       
 
    MG = 6.92846                                   CV% = 2.89      
                      Ponto médio = 6.74250                        
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As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. 
Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade           
 
                              DADOS                                
                      ----------------------                       
                      5.9187  6.3958  6.2197                       
                      6.3808  5.9037  5.9037                       
                      5.6796  6.2207  5.3988                       
                      8.0122  8.0460  8.1142                       
                      5.6553  5.9008  5.7045                       
                      5.4035  5.3365  5.2988                       
                      7.1544  7.1605  7.1376                       
                      6.7268  6.2497  6.2497                       
                      6.2197  6.2197  6.6177                       
                      8.0662  7.9791  8.0430                       
                      7.7920  7.5231  7.6159                       
                      7.4698  7.2009  7.2937                       
                      7.8281  7.7048  7.6495                       
                      7.6568  7.6849  7.7595                       
                      7.6191  7.5863  7.7300                       
                      6.6278  7.3369  6.6278                       
                      6.7498  6.4013  6.4335                       
                      8.1862  8.1687  8.1732                       
                      ----------------------                       
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Apêndice 4 – Análise estatística da eficiência dos biocidas 

contra Penicillium citrinum pelo Teste de Scott-Knott 

               EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO                
 
                        QUADRO DE ANÁLISE                          
------------------------------------------------------------------ 
FV             GL          SQ              QM            F         
------------------------------------------------------------------ 
Tratamentos    16         16.02853         1.00178      15.5777 ** 
Resíduo        34          2.18650         0.06431                 
------------------------------------------------------------------ 
Total          50         18.21502                                 
------------------------------------------------------------------ 
** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < .01)         
 * significativo ao nível de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)  
ns não significativo (p >= .05)                                    
 
    GL           GLR          F-crit       F            p          
    16           34           2.5781       15.5777      <0.001     
 
                         MÉDIAS E MEDIDAS                          
 
                       Médias de tratamento                        
                      ----------------------                       
                         1       6.53567 a                         
                         2       6.01230  b                        
                         3       5.36837   c                       
                         4       6.29263 a                         
                         5       5.08663    d                      
                         6       4.91327    d                      
                         7       6.04690  b                        
                         8       5.61273   c                       
                         9       4.69927    d                      
                        10       6.37080 a                         
                        11       6.38257 a                         
                        12       6.45173 a                         
                        13       5.49517   c                       
                        14       5.70280   c                       
                        15       5.87113  b                        
                        16       5.17000    d                      
                        17       6.17483  b                        
                      ----------------------                       
 
    MG = 5.77569                                   CV% = 4.39      
                      Ponto médio = 5.45835                        
 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. 
Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade           
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                              DADOS                                
                      ----------------------                       
                      6.5399  6.6017  6.4654                       
                      6.0682  5.8347  6.1340                       
                      5.3611  5.2819  5.4621                       
                      6.3444  6.1334  6.4001                       
                      5.0802  5.0995  5.0802                       
                      4.9419  4.8840  4.9139                       
                      5.9631  6.0743  6.1033                       
                      5.7902  5.6059  5.4421                       
                      4.7409  5.0419  4.3150                       
                      6.3001  6.4730  6.3393                       
                      6.3661  6.4671  6.3145                       
                      6.2506  6.5481  6.5565                       
                      5.4641  6.0722  4.9492                       
                      5.7259  6.3556  5.0269                       
                      5.7355  6.0632  5.8147                       
                      5.3489  5.1728  4.9883                       
                      6.1643  6.2193  6.1409                       
                      ----------------------                       
 


