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RESUMO

Em detrimento da evidenciacdo da corrosdo microbiologicamente influenciada (CMI), buscam-se formas
de combate e prevencdo dos microrganismos responsaveis pela biocorrosdo, bem como formagdo de
biofilmes prejudiciais aos equipamentos metalicos e poliméricos. Entende-se que essa busca inclui a
investigagdo e identificagdo, por meio da classificacgo sistematica e ecoldgica dos organismos envolvidos.
Entretanto, percebe-se uma caréncia de diretrizes especificas ou uma padronizagdo de protocolos em
microbiologia para estudo de CMI; o que apresenta-se como uma problematica a ser perscrutada. O presente
estudo objetiva, por meio da abordagem de pesquisa sistematica de literatura e Methodi Ordinatio, compilar
estudos referéncia no tema abordado, e contribuir para o aprofundamento das pesquisas de CMI em relacdo
a consorcios microbianos. A busca aponta para uma emergéncia no interesse de pesquisas sobre biocorrosao
nos ultimos dez anos, bem como uma tendéncia a utilizacdo de métodos laboratoriais tradicionais para
identificacdo de microrganismos; ainda que a informatica se apresente, cada vez mais, como auxiliar nas
investigagdes fenéticas e tratamento de dados, estatisticamente.
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ABSTRACT

Due to the disclosure of the microbiologically influenced corrosion (MIC), tactics are being sought in order
to remediate and prevent the growth of microorganisms responsible for biocorrosion, as well the formation
of biofouling on metallic and polymeric equipment. It is accurate to say that this includes the study and
identification, by systematic and ecological means, of the organisms involved. However, it is noted that,
there is a lack of specific guidelines or formal protocols for the MIC study. This fact portrays a problem
that needs to be peered out. By employing the approach of systematic review and the Methodi Ordinatio,
this paper aims to synthetize relevant studies on the covered topic, contributing to the increase on MIC
research. The results indicate a rise of interest on biocorrosion research, in the last ten years. Also, pointed
on the application of conventional methods to be a bias for identification of microorganisms. Still,
informatics presents itself as adjunct for phenetic investigations and statistical processing of data.
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Mesmo perante o avango inegavel da ciéncia, € possivel afirmar que pouco sabemos sobre a complexidade
microbiana; isto se deve principalmente as dificuldades encontradas no cultivo das diversas linhagens
evolutivas, bem como a especificidade e exigéncias de cada estudo. Um dos fendmenos provenientes do
metabolismo microbiano, a CMI, apresenta preocupagdes emergentes para a inddstria e sociedade. Segundo
Videla e Herrera (2005), a participagdo de microrganismos em processos de corrosdo induz a varias
peculiaridades, com destaque para a modificacdo das superficies metalicas e do ambiente ao redor, pela
formagdo de biofilmes.

Precedentes, como Valentim et al. (2021), atestam a presenga de bactérias causadoras de corrosdao em
materiais metalicos de uma Estagdo de Tratamento de Esgoto (ETE) e induzem a probabilidade da agdo em
simbiose de espécies diferentes, presentes no meio especificado; configurando o que denomina-se de consorcio
microbiano. Embora amplamente estudadas as aplicagdes dos consdrcios microbianos em meios
especializados, pouco é explorado deste topico com relagdo a CMI; faltam protocolos € métodos especializados
para resolucdo dessa problematica.

Entende-se que, por meio da revisdo sistematica de literatura e o levantamento das contribui¢des relevantes
a tematica e a analise das abordagens utilizadas em cada caso, obter-se-4 um direcionamento da pesquisa para
constru¢do de protocolos adequados de de maior efetividade presumivel; assim como a verificagdo da
viabilidade de tais procedimentos

2 PROCEDIMENTOS OPERACIONAIS DA PESQUISA

A estratégia escolhida e adaptada a intencdo de pesquisa, foi o Methodi Ordinatio (A.M.O), instituida
inicialmente por Pagani ef al. (2015). Por meio desta, ¢ possivel evitar a revisdo narrativa com viéses e, ainda
assim, aproveitar-se das evidéncias de respaldo técnico, buscando formas de adapta-las a proposta inicial. A
primeira etapa para a revisdo ¢ o delineamento da pesquisa; neste foi instituido a seguinte questdo focal
supracitada.

Para maior abrangéncia de resultados na pesquisa definitiva, foram utilizadas as trés grandes bases de
dados: ScienceDirect, ACS Publications e BioOne Complete, para obtencao dos artigos por meio do conjunto
de descritores: ("biocorrosion” OR "microbiologically influenced corrosion" OR "bacterial corrosion") AND
("consortium" OR "symbiosis" OR "bacterial community"). O intervalo de tempo estipulado foi de dez anos e
obteve-se o fator de impacto de cada journal por meio da plataforma Scimago.

A primeira triagem se deu pela exclusdo das revisdes e capitulos de livros; pois entende-se que, para
obtencdo de protocolos microbioldgicos testados, sejam necessarios ensaios experimentais que sdo melhor
evidenciados e detalhados em artigos de pesquisa. Seguidamente, opta-se por um refinamento pela leitura dos
titulos e resumo; observa-se que, mesmo selecionados os estudos por meio de operadores booleanos e palavras-
chave especificas, obteve-se resultados pouco ou nao pertinentes ao tema em questao.

O 4.M.O atribui uma pontuacao de relevancia por multicritérios, dada pela equacdo 1. O score de fator de
impacto (F7) do journal onde foi indexada a pesquisa ¢ dividido por mil, sendo o resultado somado ao peso
(1< a <£10); este por sua vez ¢ multiplicado pela diferenca entre os anos de pesquisa e publicacdo e, por fim,
somado ao numero de citagdes indexadas (2Ci).

Fi
1000

InOrdinatio = ( ) + a * [10 — (ResearchYear — PublishYear)] + (3, Ci) (1)
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O software Mendeley foi utilizado para a checagem de duplicatas e conversdo de extensdo de arquivos. As
mesmas foram entdo abertas no software JabRef, do qual fez-se uso para a organizagao das listas de referéncias.
Por meio do website Google Schoolar, obteve-se o nimero de citacdes em todas as bases de dados indexadas.
O peso para o ano de publicagido foi definido como 5, o que significa que a relevancia dada para o ano de
publicacdo ¢ média. Em seguida, uma planilha com a lista de referéncias organizadas é criada, para a
incorporagdo da formula do 4.M.O. e desta obtém-se a pontuacdo dos estudos elegiveis, que agora podem ser
lidos na integra e analisados sistematicamente de acordo com a meta de leitura estipulada.

3 RESULTADOS

Apds uma pesquisa preliminar com diversos conjuntos de descritores, definiu-se os fatores definitivos. A
busca definitiva nas bases de dados retornou os seguintes resultados: 182 research articles da plataforma
ScienceDirect; 343 na ACS e 192 na plataforma BioOne. Totalizando 712 artigos apds remogao de duplicatas.

Os principais assuntos de interesse, nos trabalhos revisados, sdo relacionados aos métodos empregados na
coleta, isolamento, cultura e identificacdo de microrganismos relacionados ao CMI; os instrumentos e
equipamentos utilizados, bem como as abordagens escolhidas para as analises dos resultados obtidos em cada
caso. Apos as séries de triagens, restaram 17 artigos da plataforma ScienceDirect; 8 da ACS e 2 da BioOrne.
Essa redugdo teve como base os seguintes critérios para exclusdo: (I) Ndo apresentam ao menos um dos
descritores como tematica principal, destoando da presente proposta; (II) Ndo possuem contribuigdo
significativa para a pergunta-problema supracitada, por ndo explicitarem os procedimentos de analise
microbiolodgica utilizados; (II) Ndo possuem contribuigdo significativa para a pergunta-problema, porque tém
foco no estudo da fauna de um ecossistema pouquissimo semelhante ao de ETEs;

Dos 27 estudos selecionados, 10 sdo provenientes de journals dos Estados Unidos, 9 do Reino Unido, 6
dos Paises Baixos e 2 de journals da China. Esses valores se devem, principalmente, as bases de dados
escolhidas. Para vizualizagdo pratica, a Tab. 1 expde uma relagdo de frequéncia (f) de artigos que obtiveram
pontuacdo InOrdinatio dentro dos intervalos estipulados; a amplitude de intervalo € de 12 pontos.

Tabela 1. Relacéo de frequéncia na pontuacio A.M.O. dos artigos revisados

f Intervalo InOrdinatio Autores
1 341,075 »353,075 PINTO, A.J. et al. (2012)
1 173,075 ~185,075 LIU, G. et al. (2014b)
1 89,075 »101,075 GUAN, J et al. (2013)
2 77,075 -89,075 JIANG, G. et al. (2016); JIN, J. et al. (2015)
3 65,075 77,075 LI, X. et al. (2015); WAAK, M. B. et al. (2018); DONG, Y. et al. (2020)
LIU, R. et al. (2014a); MA, X. et al. (2017); ZHONG, C. et al. (2019); ZHANG, G.
5 53,075 =65,075 et aZ’. (2019), I(J, X. e); al. (2’018) ( ’ ’ ( ’ ,

Fonte: Autoria propria (2021)

Coleta e Amostragem

Percebeu-se que os artigos, dos quais a amostragem ocorre em estacdes de tratamento de agua potavel ou
residual, citam a trajetéria dos fluidos em tratamento, considerando os processos fisico-quimicos habituais,
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proprios do local. Essa observagéo torna-se relevante na medida em que a experimentacdo ex situ deve seguir
os mesmo pardmetros do ambiente original, visto que o crescimento de microrganismos depende de suas
proprias especificidades. Segundo (WADE, et al, 2017), ainda ndo hd padronizagdo ou diretrizes
recomendadas para a realizagdo de testes de CMI em ambiente laboratorial, justificando-se assim a abundancia
de técnicas de coleta e amostragem para estudos de CMI , vislumbradas na literatura.

Ainda no caso de ETEs e ET As, ¢ interessante utilizar de uma coleta variada; em exemplo, Ma et al. (2017)
coletaram amostras de dgua de quatro locais, ou unidades operacionais, ao longo da estagdo. Uma constante
na maioria dos artigos analisados, é o transporte de amostras liquidas, do local de coleta até o laboratério, que
¢ realizado em gelo ou nitrogénio liquido; sdo as técnicas de acondicionamento para transporte mais
tradicionais e recomendadas para a referida situagéo.

Tratando-se de ligas metalicas ou outros soélidos, é possivel realizar a confec¢do de cupons para
manipulacgdo por tratamentos. Quando confecionados e, apds esterilizados apropriadamente, os cupons podem
ser inoculados com amostras de agua residual, como experimentado por Ziadi et al. (2019) e Wang et al.
(2015); ou, alternativamente, inoculados em meio de simulagdo, juntamente com os microrganismos de
interesse, tal como realizado por Dong et al. (2020). Zhou et al. (2020) utiliza outra abordagem, coletando
amostras diretamente do local de estudo e submetendo-as as respectivas analises.

Técnicas de cultivo e isolamento de microrganismos

O primeiro procedimento regular para analises microbiologicas, expresso nos artigos consultados, ¢ a
utiliza¢do de membranas filtrantes de polimeros diversificados, para obtengdo da biomassa de um meio aquoso;
o tamanho dos poros da membrana e sua composi¢do definem sua aplicabilidade.

Liu et al. (2014b), utilizaram o método independente de cultivo, por meio da caracterizagdo molecular para
deteccdo de 7 filos de bactérias dominantes, em 4gua desclorinada e biofilmes de tubulagdes. Um dos
procedimentos conduzidos, foi o teste de ATP; este pode ser realizado por meio de um lumindmetro simples.
Essa abordagem ¢ amplamente utilizada em estudos de metagenomica, os quais objetivam a compreensao de
diversidade microbiana, sem a necessidade de cultivos individuais e especializados.

Dong et al. (2020), no intuito de isolar as bacterias marinhas associadas a algas Arthrospira platensis G.,
utilizaram o crescimento em F/2 e o método de cultivo de enriquecimento Luria Bertani (LB); posteriormente
purificando os microrganismos de interesse em outra placa LB. A cultura e identificacao foi bem sucedida para
Halomonas titanicae V.; uma proteobacteria, grarm-negativa e halotolerante, que apresenta comportamento
de CML

Em contrapartida, Wood e Liao (2019) fizeram uso das duas abordagens: meios dependente de cultura
TSA e R2A, bem como a amplificagdo e sequenciamento direto da biomassa, sem realizacao de cultivo. Os
autores concluiram que a diversidade taxondmica do consorcio bacteriano, quando utilizado a abordagem
independente de cultura, ¢ maior que quando utilizadas as culturas; implicando que, neste caso especifico, a
abordagem independente foi mais eficaz.

Extracio de DNA, amplificacio e sequenciamento

Todos os estudos analisados relatam a utilizagdo de técnicas tradicionais de extragdo ou purificagdo de
DNA e/ou RNA, citando a utilizagdo de kits prontos. A amplificagdo do RNA ribossomico 16S por PCR ou
gPCR ¢ outra constante em todos os estudos; a primeira difere da segunda na medida em que permite a
amplificagdo e deteccdo simultanea da sequéncia. A qPCR exige insumos especiais e, entretanto, resulta em
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dados mais precisos, quantativamente. Ma et al. (2017) realizaram os dois procedimentos, PCR e gPCR para
fungos e bactérias totais.

A analise dos resultados obtidos € habitualmente visualizada por meio da eletroforese em gel, embora os
artigos ndo tenham evidenciado essa etapa. Ja para identificacdo ¢ comparagdes fenéticas, a bioinformatica
atua, com o auxilio de pipelines, ou seja, de softwares, bancos de dados e protocolos operacionais, a fim de se
obter informagdes interpretaveis e comparaveis a partir dos procedimentos laboratoriais realizados. O pipeline
mais citado nos estudos selecionados, foi o QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology). As
abordagem estatisticas MPN (most probable number) e a varidncia multivariada permutacional
(PERMANOVA) se fizeram bem presentes nas leituras.

4 CONCLUSAO

Através da revisdo sistematica de artigos selecionados, provenientes das plataformas citadas, foi possivel
vislumbrar um panorama geral das técnicas utilizadas nos ultimos dez anos, em estudos relevantes. O estado
da arte da tematica: consorcios microbianos relacionados a CMI, apresenta-se emergente; novos estudos tém
contribuido para a taxonomia e sistematica, por testarem alternativas biotecnologicas; bem como para a
industria, por prognosticarem resolu¢des para problemas vigentes.

E intencionado que esses conhecimentos obtidos protagonizem a etapa experimental que serd realizada
posteriormente. Serdo utilizados, especialmente, os artigos que apresentam os protocolos mais rigorosamente
detalhados, tomando como exemplo os proprios da plataforma 4CS; nestes, sdo fornecidos ao leitor, anexos e
hyperlinks com informagdes de suporte (supporting information).

Idealiza-se, ainda, que as metodologias revisadas ¢ dispostas sistematicamente, sejam referéncia para as
préximas investigacdes de pesquisadores da area; fornecendo assim, suporte para os mesmos, para que estes
atinjam seus objetivos especificos.
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