
47

Rodolfo Tolentino-Bisneto1

Ederio D. Bidoia1

TOLENTINO-BISNETO, Rodolfo; BIDOIA, Ederio D. Alterações morfológicas
em Bacillus subtilis pela eletrólise. Salusvita, Bauru, v. 21, n. 2, p. 47-56, 2002.

RESUMO

O tratamento de águas de abastecimento é indispensável à saúde públi-
ca. Tradicionalmente, o tratamento de água implica adição de substân-
cias químicas que podem gerar compostos tóxicos afetando a saúde da-
queles que a utilizam. A cloração, por exemplo, promove a formação
de compostos tóxicos como os trialometanos, de reconhecido efeito
carcinogênico, além de apresentarem outros efeitos toxicológicos. O
tratamento eletrolítico pode ser uma alternativa na desinfecção de
águas de abastecimento e residuárias. Além das vantagens para a saú-
de pública, o tratamento eletrolítico, por não requerer a adição de ne-
nhuma substância ao processo, pode ser utilizado em indústrias de alta
tecnologia que necessitem de águas extremamente puras em seus pro-
cessos. O objetivo deste estudo foi observar o efeito do tratamento ele-
trolítico com cátodo de carbono sobre a morfologia do Bacillus subti-
lis. Suspensões de B. subtilis em tampão fosfato 0,2M em pH 7,2 livre
de cloreto foram eletrolisadas com cátodo de carbono vitrificado e âno-
do de platina recoberta por membrana de diálise. A corrente aplicada
ao processo foi de 0,60A DC por 30 min. As suspensões eletrolisadas
foram coradas pelo método de Gram e observadas ao microscópio óp-
tico; observadas ao microscópio eletrônico de varredura após sua pre-
paração. Os resultados permitem concluir que a eletrólise promove al-
terações na estrutura da parede do B. subtilis além de extravasamento
de material celular.
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INTRODUÇÃO

O tratamento de águas de abastecimento é indispensável à saúde pú-
blica. Segundo a Organização Mundial de Saúde 80%, de todas as doen-
ças que se alastram nos países de terceiro mundo são provenientes de
água contaminada (TOMINAGA; MIDIO, 1999). No tratamento, a de-
sinfecção da água garante a morte dos organismos patogênicos e outros
de provável efeito nocivo, reduzindo sua veiculação (PIROU et al., 1998;
TOMINAGA; MIDIO, 1999; LUTEY, 2000).

O tratamento de água tradicional implica adição de substâncias quí-
micas que podem gerar compostos tóxicos afetando a saúde daqueles
que a utilizam. O método mais utilizado, atualmente, é o da cloração, que
consiste em adicionar cloro livre (Cl2), ou substâncias que o liberem na
água, para que esse promova a desinfecção (TOMINAGA; MIDIO,
1999). Mas esse método, apesar de barato e eficaz, promove a formação
de compostos tóxicos como os trialometanos, de reconhecido efeito car-
cinogênico, além de apresentarem outros efeitos toxicológicos (MATSU-
NAGA et al., 1992; TOMINAGA; MIDIO, 1999). 

O tratamento eletrolítico pode ser uma alternativa na desinfecção de
águas de abastecimento e residuárias. Além das vantagens na saúde pú-
blica, o tratamento eletrolítico, por não requerer a adição de nenhuma
substância ao processo, é um processo limpo (LUBICKI; JAYARAM,
1996), podendo ser utilizado em indústrias de alta tecnologia que neces-
sitem de águas extremamente puras em seus processos. 

Estudando o efeito da corrente elétrica no crescimento de Escheri-
chia coli B, Rosenberg et al. (1965) observaram que essa tinha seu pro-
cesso de divisão celular inibido. Os autores atribuíram a inibição da di-
visão celular dessa bactéria à formação de compostos de platina durante
a eletrólise.

A morte de bactérias durante o tratamento eletrolítico tem sido atri-
buída a diversos fatores, tais como: a geração de compostos de cloro,
como o cloro gasoso e o hipoclorito a partir do íon cloreto (PARELEUX;
SICARD, 1970; STONER et al., 1982; PATERMARAKIS; FOUNTOU-
KIDIS, 1990); a evolução de O2 e O3 no cátodo (PATERMARAKIS;
FOUNTOUKIDIS, 1990); a formação de radicais livres como HO2

3- e
OH- (PATERMARAKIS; FOUNTOUKIDIS, 1990; TOLENTINO-BIS-
NETO; BIDOIA, 2000 a, b); as reações provocadas na transferência di-
reta de cargas entre o eletrodo e a bactéria (PATERMARAKIS; FOUN-
TOUKIDIS, 1990; NAKASONO et al., 1992, 1993; BRATFICH et al.,
1999; TOLENTINO-BISNETO; BIDOIA, 2000 b); a oxidação de subs-
tâncias celulares como a Coenzima A (MATSUNAGA et al., 1992; NA-
KASONO et al., 1992; OKOCHI et al., 1999); a destruição da membra-
na citoplasmática ou simplesmente um aumento em sua permeabilidade
e diminuição em sua seletividade (LUBICKI; JAYARAM, 1996; FRIEN-
DRICH et al., 1998; LEE; TAI, 1999); alteração rápida de pH (TOLEN-
TINO-BISNETO; BIDOIA, 2000 a); a capacidade redutora do íon ferro-
so ao contato com o microrganismo (ANGELIS et al., 1998; BRATFICH
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et al., 1999); a lise celular. (LUBICKI; JAYARAM, 1996; LEE; TAI,
1999).

A velocidade de morte independe da concentração inicial de micror-
ganismos e é diretamente proporcional à densidade de corrente ou ao po-
tencial aplicados ao processo (PATERMARAKIS; FOUNTOUKIDIS,
1990; BRATFICH et al., 1999; LEE; TAI, 1999).

O objetivo deste estudo foi observar o efeito do tratamento eletrolí-
tico com cátodo de carbono sobre o Bacillus subtilis.

MATERIAL E MÉTODOS

Célula eletrolítica

Foi utilizada uma célula eletrolítica de 80ml com circulação de água
ligada a um banho termostatizado. A temperatura do sistema não ultra-
passou 25˚C. Como cátodo, foi utilizado um eletrodo de carbono espon-
joso vitrificado, fabricado pela Tokai Carbon Co.®, do Japão. Suas di-
mensões eram de 3,80 x 1,70 x 1,30cm. A área efetiva de reação do
cátodo era de 148,6cm2. Como ânodo foi utilizado um eletrodo de plati-
na policristalina da Aldrich (99,98%m/m) recoberto com uma membra-
na de diálise. Essa membrana ainda foi preenchida com 2mL de tampão
fosfato 0,2M a pH 7,2 livre de cloreto. O recobrimento desse eletrodo
impede o efeito desse na desinfecção.

FIGURA 1: Diagrama do sistema de tratamento. A: banho termostatiza-
do; B: célula eletrolítica; C: agitador magnético; D: fonte de
corrente DC; E: anodo de platina recoberto pela membrana
de diálise; F: catodo de carbono.
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Preparo da suspenção

Culturas de B. subtilis CCT 2576 foram obtidas a partir de dois repi-
ques consecutivos. O primeiro em tubo de cultura, em meio sólido ágar
nutriente incubado a 28˚C por 24h. O segundo em 100mL de meio de cul-
tura líquido caldo nutritivo incubado a temperatura ambiente por 24h sob
agitação. Alíquotas de 2mL da cultura em meio líquido foram adiciona-
das a 50ml de tampão fosfato 0,2M a pH 7,2 estéril. À célula eletrolítica,
foram adicionados 52mL dessas suspensões. A suspensão foi agitada
constantemente durante todo o tratamento por um agitador magnético.

Essas suspensões foram eletrolisadas a uma corrente contínua de
0,60A por 30 min em sistema de batelada. As suspensões eletrolisadas ti-
veram seu pH e sua temperatura determinados.

Microscopia Óptica

Foram confeccionadas lâminas pela técnica de esfregaço a partir de
suspensões de B. subtilis submetidas e não submetidas ao tratamento ele-
trolítico. Tais lâminas foram coradas pelo método de Gram (LAPERNT;
GOURGAUD, 1975) e observadas ao microscópio óptico. 

Microscopia Eletrônica de Varredura

Suspensões do B. subtilis submetidas e não submetidas ao tratamen-
to eletrolítico foram fixadas em glutaraldeído, preparadas (ALDRICH;
TODD, 1986) e examinadas ao microscópio eletrônico de varredura
(MEV), onde foram fotografadas.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Microscopia óptica

As células de B. subtilis não expostas ao tratamento eletrolítico apre-
sentavam-se como bastonetes Gram-positivos, facilmente observados ao
microscópio.

Após 30 min de tratamento, as células do bacilo apresentavam-se co-
radas em vermelho pela coloração de Gram (Gram-negativas) além de
apresentarem alterações em sua forma bastonete e diminuição em seu ta-
manho quando comparada à bactéria não eletrolisada.

Os resultados obtidos com a microscopia óptica permitem concluir
que a eletrólise provoca alterações na parede celular, pois essa se apre-
sentava corada em azul (Gram-positivas) pelo método de Gram antes do
tratamento, e vermelhas (Gram-negativas) após terem sido tratadas. Essa
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alteração na coloração se deu por lesões na parede celular. Tais lesões fi-
zeram com que as células perdessem material e diminuíssem de tama-
nho. A coloração de Gram está baseada na propriedade da parede das
bactérias Gram-positivas em reter o complexo formado entre os corantes
cristal violeta e lugol quando expostas ao álcool (LAPERNT; GOUR-
GAUD, 1975). A ocorrência de regiões onde haja a ausência de paredes
ou alterações na mesma permite que o álcool lave o complexo cristal vio-
leta/lugol do interior celular. Isso explicaria a inversão do Gram da bac-
téria após o tratamento.

Substâncias celulares podem ser precipitadas através da eletropora-
ção (STAPULIONIS, 1999). Essa eletroporação não é impossibilitada
pela presença da parede celular (XUE et al., 1999). Assim, a diminuição
do tamanho do B. subtilis após o tratamento eletrolítico pode ter sido
causada pela precipitação de substâncias celulares, além das alterações
na parede do microrganismo.

Essa alteração na parede do B. subtilis foi causada pela transferência
de carga no contato do microrganismo com o cátodo uma vez que o âno-
do estava recoberto pela membrana de diálise e o meio estava isento de
cloreto.

Microscopia Eletrônica de Varredura

A FIGURA 2 permite observar a morfologia do B. subtilis antes do
tratamento eletrolítico. Observam-se as células em formato bastonete,
bastante regulares. A superfície da parede celular dos microrganismos
apresenta-se sem irregularidade ou lesões.

Em suspensões não eletrolisadas o B. subtilis apresentou um compri-
mento entre 1,6 e 4,8 µm e uma largura média de 0,6 µm. Em suas micro-
grafias, não se observa extravasamento de material celular e a superfície de
sua parede bem como sua forma de bastonete aparecem bem preservadas.

Na FIGURA 3, podemos observar a morfologia do B. subtilis expos-
to a 30 min de tratamento eletrolítico. Observa-se que a forma do bacilo
apresenta-se irregular. As células apresentam pontos de extravasamento
de material celular (indicados por setas), grande quantidade de material
celular extravasado além de ruptura da parede celular (cabeça de seta).

A superfície da parede apresenta-se bastante irregular quando com-
parada à da bactéria antes do tratamento. As células de B. subtilis tinham
um comprimento entre 1 e 3 µm e um diâmetro médio de 0,4 µm após 30
min de tratamento eletrolítico. Assim, as células tiveram uma redução
em seu tamanho durante o tratamento.

Ao compararmos os resultados obtidos na observação no B. subtilis ao
MEV antes e depois do tratamento eletrolítico, podemos concluir que a ele-
trólise provocou alterações na estrutura da parede celular dessa bactéria. 

Os resultados obtidos com a microscopia eletrônica são coerentes
àqueles obtidos com a microscopia óptica. Em ambas as técnicas, é pos-
sível observar alterações no tamanho e na forma das células de B. subti-
lis. A alteração da coloração da bactéria, quando corada pelo método de
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Gram, após a eletrólise, indica que essa sofreu modificações em sua per-
meabilidade. Essas modificações na permeabilidade das células de B.
subtilis promoveram o extravasamento de material celular, observado na
FIGURA 3.
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Escala : A =10 µm; B =1 µm.

FIGURA 2: Micrografia em MEV de B. subtilis antes do tratamento
eletrolítico.
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Escala: A=10 µm; B=1 µm.

FIGURA 3: Micrografia em MEV de B. subtilis após 30 min de trata-
mento eletrolítico em tampão fosfato pH 7,2. I = 0,60A.
Setas igual a pontos de extravasamento de material celular,
m igual a material celular, cabeça de seta igual a ruptura na
parede celular.

O aumento da permeabilidade celular é gerado pela eletroporação
(LUBICKI; JAYARAM, 1996; FRIENDRICH et al., 1998; LEE; TAI,
1999). O potencial aplicado durante o tratamento esteve entre 8,7 e 11,9
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V o que é suficiente para provocar esse fenômeno (LUBICKI; JAYA-
RAM, 1996). A eletroporação irreversível é, talvez, a maior responsável
pela morte do B. subtilis.

A morte do B. subtilis não se deu pela oxidação da Coenzima A
como propuseram Matsunaga et al., 1992 e Okochi et al., 1999, uma vez
que as reações de oxidação foram excluídas do sistema com o isolamen-
to do ânodo.

A desinfecção promovida pela formação de cloro gasoso (Cl2), ou seu
compostos derivados, não ocorreu, pois o sistema estava isento de cloreto.

CONCLUSÃO

Os resultados obtidos permitem concluir que o tratamento eletrolíti-
co é eficiente na desinfecção de águas contaminadas com bactérias
Gram-positivas como o Bacillus subtilis. 

O tratamento eletrolítico promove alterações na estrutura da parede
celular do B. subtilis. Essas alterações são promovidas pela transferência
de carga na interface eletrodo/solução.

A inversão da coloração da bactéria no método de Gram é causada
por alterações na permeabilidade da parede celular do B. subtilis.

A eletrólise promove alterações morfológicas e ultra-estruturais no
B. subtilis. Tais alterações são promovidas pela eletroporação além de al-
terações na parede celular geradas pela transferência de carga eletrodo
solução.

O provável mecanismo de desinfecção do tratamento eletrolítico
dentro do sistema empregado neste trabalho, é a associação do efeito da
eletroporação com as transformações geradas pela transferência de car-
ga quando o microrganismo entra em contato com o eletrodo.
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