Mikrobialne ovplyvnena korézia zinkovych povlakov
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Uvod

Termin mikrobidgine ovplywnend kordzia (MIC) je poufivany na ornafenie kordrie z pritomnosti
a aktivity mikroorganizmov. Kondzia materidglov mikrdbami, zandSanie priemyselnych komponentow
a degradacia historickych monumentoy predstavujd len niektoré z nekondiacich a Skodlivich efektoy
mikrobidgline] kordzie. Vtomto zmysle mbde byl povaiovand ako negativny faktor interakcie kow-
mikrdb. Ak kordzne spravanie mikroorganizmov =a uplatfiuje v procese spracovania kKovového
povrchu ako pozitiviy faktor, potom sa tento proces javi ekologicky prijatefny, bez zvyEkowych
komponentov a ponlka Osporu energie [1]. Existujica literatira tykajica sa MIC je komplexna
a mierne matica, nakofko aktivita mikroorganizmov na kovovych povrchoch mbZe jednak zvySit resp.
ZniZit kordznu ryehlost. Existuje mnoZstvo tedril o mechanizme MIC, prifom 2a berie do dwahy typ
mikroorganizmu a okolité podmienky. NaddvaZok, mnoho laboratérnych vyskumov sa realizuje
v bohatych #ivnych médiach, kioré s primarne navrhnuté na podporu rastu mikroorganizmoy.

Medzi najstabilnejfie populdcie mikroorganizmoy, ktoré mbdu vo wvolne] prirode napadndt’ kowvowvy
povrch patrl druh Aspergillus niger [2]. Aspergilius niger vyZaduje k svojmu preditiv idny Zeleza, medi,
zinku, manganu, molybdénu, bdru, vanddu a galia [3]. Aspermgifius niger je mikroskopicka viaknitsd
huba, ktora patri do rodu Aspergillus. S0 to chemoheterotrofné organizmy, to znamend, e organické
latky =0 pre ne zdrojom uhlika aj energie. Vo svoje] heterctrofne] vwiive =0 va&iinou nendrodng,
schopné rast v prostredl s jednoduchym organickymn zdrojom uhlika (najmé sacharidovym) a
anorganickymi solami [4]. Aspergily si v prirode velmi roziirené. Geograficky s0 Siroko rozptylend a
boli pozorované v cele) rade lokalit, pretofe md#u kolonizovat cely rad substratov. A. niger sa befne
viskyiuje ako =aprofyt rastici na opadamom listi, uskladnenom obill, komposte a na inej
rozpaddvajice] sa vegetdcii. Spory sO rozSirené a Casto asociované s organickym materidlom a
pidou. Produkuje mnoho enzymov ako napriklad amylaza, laktdza, invertiza, pektindza a kyslé
protedzy. Okrem toho j@ znamy tento kmefi produkciou uf spomenutych kyselin, z ktorgch
priemyselne vwznamné =i kyselina citrdnova a glukdnova. Kyseliny, ktoré s0 produkovang kmefiom
A niger rozpistajld kov tak, 2e z neho ldhujd oy kovu alebo maji komplexotvorng a chelatatng
(linky. Lihovanie prostrednictvorn vidknitych hib sa nazyva heterotrofné ldhovanie, pretofe kow
nelihujd priamo (ako baktérie), ale prostrednictvom vyprodukovanych extraceluldrmych metabolitov.
Proces bioldhovania mobilizuje kov. Okrem precipitatoy (amorfna faza) mddu vznikat aj kryEtalickeé
fazy — kryitaly a minerdly, ktord sa vwzrdZajl z roztoku za ofasti mikrobidlinych procesov, prebieha
reakcia kowow 5 metabolitmi — komplexalnymi alebo chelatainymi Cinidlami, =0 vznikajdcimi
organickymi kyselinami a pod. Vanikajd oxaldty, citraty, malonaty, sukcindty kovov a polokovow.
Biokryitalizacia naopak kov imobilizuje.

MIC je komplexna interakcia medzi mikrobidinou populaciou, prostredim a kovowvym substratom a
prave vplyw subsirdtu sa javi byt zasadnym na charakter MIC. Valfina Etidil sa uskutodfiuje
v roztokoch na zaistenie relativne rychleho rastu biofilmu. Ciefom tohoto projekiu je cbjasnenie vplywu
A niger na kondziu kovového poviaku pripravengho elektrochemickym pokovovanim v takzvanom
Zivnom roztoku, ktory obsahuje iGny prvkov potrebnych pre wwiva huby (draselné, 2eleznaté, sodné,
fosforeéne atd). Projekt sa zameral na elekirochemicky pokovovany ocefovy subsirat s poviakom
zinku, ktorého hribka zodpoveda vystaveniu externym podmienkam. Cisty zinok vo v&eobecnosti
koroduje v atmosfére wviac-mene] rovnomeme, prifom sa vyvija hrubd a pdrovitd kordzna wrstva
& nizkou inhibiénou schopnostou [2). MIC je vo svole] podstate elektrochemicky proces a vyXaduje
uspokojivé vyavetlenie prave elektrochemickym konceptom. Preto sza kordzna rychlost urfovala
v Tafelove| oblasti zoznimanych polarizaénych kriviek v urfenych Easowych intervaloch.

Experiment

Poviak zinku =a pripravil elektrochemickym pokovovanim v komerénom  elekirolyte
jednosmernym pridom tak, aby hribka poviaku dosiahla 28 ym. Vzorky =a po elektrodepozicil zvaZili.
Aspergifius niger =a kultivoval na Sikmom Czapek-Dox agare pri laboratdrne| teplote. Kultivicia
prebiehala do dosiahnutia optimalnehs mycélia a tvorby spdr (5-7 dni). Spory vyrastenéd na agarovej
pide boli uvolnené do destilovane] vody a preneseng do skimavky = 10 ml destilovane] wody
(spdrova suspenzia). Vtejto suspenzii bola koncentracia spdr kvantifikovand pomocou Blrkerovej
komérky. Konedna koncentracia spdr poufitych v experimente bola 2.3 x 107 gpdr ml*. Pripravené



vzorky sa ponorili do roztokov a vo vwhranych Easovych intervaloch podrobili skimaniu cdolnosti vodi
kordzil. Sledovala =a zmena hmotnosti (Mettler AE 24), vizudlne zmeny (Olympus CP 5050 zoom)
a elektrochemické charakteristiky (AUTOLAB). Kordzne produkty na skdmanych poviakoch sa
analyzovall SEM (TESLA BS 300) a RTG (Philips PW 173001050). Roztoky, v ktorych sa skdmali
zmeny zinkowvych povakov, boli tzv. Standardné (nutrifny a fyziologicky) a roztoky obsahujice spdry
A. niger v réznych koncentraciach. Zistfovala sa kordzna rychlost metddou polarizaéného odporu
& poufitim softvéru GPES. Pracovalo sa v trojelektrédovom systéme. prifom referenénou bola
kalomelova elektrdda, pracovnou elektrédou bola vzorka a protielektrddou grafilovd elekirdda. Na
uréenie kordznej rychlosti v Tafelove| oblasti sa vzorky polarizovali rychlostou 1 mV &' vintervale
0.1V aZ +0.1 ¥V od OCP vo vybranych Easovych intervaloch (0, 4, 80, 162 a 330 h).

Vysledky a merania

Skimali sa elektrochemicky wylifené zinkowvé poviaky pred a po mikrobialnom napadnutl vzoriek
elekirochemicky, opticky a zrozdielu hmotnosti. Standardny zinkowy poviak je lesklo striebomy
v désledku pritomnosti leskutvornych prizad. Vizudlnym zhodnotenim vzoriek v Zivnom roztoku sa po
80h =a zaznamenala biela kordzia zinku. Tenio typ kordzie nebol zisteny v roZtoku
& mikroorganizmami. £ elektrochemickych charakteristik pre skimané vzorky v jednotlivich typoch
testovacich roztokow (Obr.1 a Tab.1) wyplyva, #e Fvny roztok bez spdér as2 a 3ml spér zniZuje
hodnotu kordzneho potencidly (Ecos) a zaroveft aj kordznu rychlost (jer). Pre #ivny roztok obsahujici
1 ml gpdr sa kordzna richlost zvyEuje a zaroved kordzny potencial sa znl¥. Posun Ewor ku kladmym
hodnotdm sa prisudzuje tvorbe filmu na povrchu. Pre vzorky ponorené v roztokoch so spdrami
zavislost E.r od fasu prejavuje podobny trend - po poklese hodnoty Eoe v Zavislosti od &asu
dochadza po cca 90 h K jej zvyEeniu. Z tejto zavislosti =a da usudzovat rozplstanie povaku, prifom
vratva kKordznych produkiov wvytvorila ochrannd vrstvu, Ktorou sa posunuli hodnoty Eeor k vwiEim
hodnotam.
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Obr. 1 Polarizagné krivky kovu a mikroorganizmov v jednotlivich prostrediach s 4. niger

Porovnavacim tandardnym roztokom bol fyziologicky roztok. Hodnoty jako vidno aj z Obr. 1 a Tab. 1
sl najma kvoli zasadne rozdielnemu zioZeniu posunuté. Pre poviak zinku vo fyziologickom roztoku
dochadza k zniZeniu hodnoty B v zavislosti od £asu, to znamena v priebehu vystavenia poviaku
fyziologickému roztoku dochadza K jeho rozpldtaniu. Z vysledkov je zrejmé, *e najni?sia kordzna
rychlost sa prejavila v prostredi Zivného roztoku bez spdr a s 2 ml spdr po 330 h. MnoZstvo 1 ml spdr
v Jivnom roztoku zaistuje takmer konStantnd rychlost kordzie. ZvySovanie mnodstva spdr vedie od
potiatofne] pomerne vyaoke] kordzne] rechlosti af k najniZim hodnotam. V' porovnani so FHvaym
roztokom je fyziologicky roztok ovela agresivnejsl, Eo moZno vidiet' na vysledkoch kordznych rpchlosti,
kitoré si v rovnakom Ease ovela vyESie pre fyziologicky roztok.




Tab. 1 Elektrochemické charakteristiky Studovanych poviakov zistené z polarizaénych kriviek

EcomdhiV Econd 300V Jeorrdhi A em? Jeorr330h/A em?
Zn+fyzriologicky -1.01 -1.08 1.25E46 5.87E-7
Zn+Eivny -0.840 -0.830 1.22E-7 8.20E-8
Zn+ EHwny +1sp -0.87T -0.894 1.83E-T 1.50E-7
Zn+ Eivny +2sp -0.BT3 -0.850 1.53E-7 6. 10E-8
Zn+ EHvny +3sp -0.840 -0.790 1.53E-7 2 44E-7

RTG difrakénou analyzou sa na povrchu vzoriek ponorenych v nutriénom roztoku bezizso spédrami
zZistila wrstva nerozpustného dihydrdtu fosforeénanu  zinonatého. Rozdiel bol najma v hribke
vzniknutej zligeniny, z &oho vyplyva, 2e spdry A. niger posobia katalyticky na rast hribky vrstvy za
skimanych podmienck. Zo SEM zdznamov analyzovanych kordznych produktov wyplynulo, 2e na
vzorke v Fivnom roztoku bez spdr sa tvoria sférulitické krytalické divary a na vzorke, ktord je pokrytd
biofilmom, prebieha kryStalizdcia a kry&taly pokryli spdry, £im sa na povrchu wytvorili gulovité Givary.
Obr. 2 predstavuje zaznamy povrchu vzoriek zosnimané opticky mikroskopom (zvadienie 50x). Ma
obr 2a je vzorka poviaku zinku pripraveného elekirochemicky, na obr 2b vzorka zosnimana po
pbsobeni #vného roztoku a na obr 2c je vzorka poviaku zinku rosnimand po pdsobeni Zivného
roztoku a 3 ml spdr. Ziskané zadznamy potvrdzuji réznorodost povrchov. Na obr. 2¢ je vzorka vizudine
najviac odlina od Standardu vzorky 2a, £o je spbsobené prebiehajicimi elektrochemickymi
a biochemickymi dejmi.

Obr. 2 Zaznamy z optického mikroskopu pre a) vzorku pokovovaného zinku, b) vzorku v Fvnom
roztoku, ¢} vzorku v 2ivnom roztoku 2 3 mil spér

Zarnamendvala sa zmena hmotnosti od Easu vo vwbranych &asovych intervaloch (Obr. 3). Zo zni2enia
hmotnosti vzoriek pre poviaky v roztokoch s mikroorganizmami sa da predpokladat, 2e spdry tvoriace
biofilm Mhujd idny kowe zo vzorky a tym urychiujd kordziu. Chemoheterotrofné mikroorganizmy, ako
pouZity kmefi Aspergillus miger, nie s schopné mnodif sa a metabolizoval bez uhlika ako zdroja
energie. Ked2e v pouditych roztokoch nebola pritomna Zadna organicka latka, spary sa nachadzali
v latentnom (pokojovom) stave a neboli schopné produkovat extracelulame metabolity ako su
organické kyseliny, tak®e ani idny kowov nevstupovali do ich metabolizmu. Z tohto dbvodu je
urgchlenie kordzie v désledku Ohovania kovu extracelularmymi metabolitmi vyld&enéd. Madu vEak byt
sorbované na ich povrchu v pevnej fadze. Zo ziskanych vysledkov wvyplyva, ®e &im vacsie je mnoZstvo
spor v testovacom roztoku, tym kompakinejfia vrstva sa vytvori. Vzorky s 2 a 3 ml spdr vytvorili na
povrchu skdmaného materidlu kompakind vrstvu biofilmu. Po experimente (162 hodin pre meranie
hmotnosti) bola koneénd hmotnost’ vzorek so spdrami (2 ml a 3 ml) vwisia ako na zafiatku merani.
MajvatEl dbytok hmotnost bol zaznamenany u vzorky 5 1 ml =pdr, &0 mohlo by spheobené tym, e
vretva biofilmu nebola kompakind, &im =2a vytvorilo miesto nechraneng biofilmom, kde mohli zadat
preblenat oxidafno — redukéné reakcie.
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Obr. 3 Favislost zmeny hmotnosti od Easu pre skimané zinkove poviaky

Zaverom =a da konstatovat, fe spdry Aspergiius miger, Ktoré boli pofas merani v latentnom stave,
inhibujd kordzne procesy na zinkovom poviaku. Inhibicia kordzie je za skdmanych podmienok
spdsobena tvorbou biofilmu a krydtdlov na povrchu vzorky. Talo vrstva obmedzuje priamy kontakt
vzorky = roztokom, v ktorom je ulofena, a tym brani priebehu oxidafno - redukénych dejov fi2e
kordzii.

Tato praca sa realizovala vdfaka financénef podpore grantu VEGA 1/0543474.
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