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Abstract

Biocorrosion is a process of dissolution of metal caused or influenced by microrganisms that
favor the complete deterioration of materials. Several methods of prevention and control
have been used to biocorrosion, but are the most widely used biocides. Currently, with the
major environmental concern new effective methods of control are being researched. The
species Lippia gracilis Schauer, rosemary known as the plateau is typical of the Northeast.
The aim of this study was to evaluate the action of the essential oil of L. gracilis Schauer on
biofilms formed on a dynamic system. A standard concentration of essential oil of 20 mL
was drawn from the evaluation of minimum inhibitory concentration (MIC) in type test
sensitivity. For the formation of biofilms coupons rectangular carbon steel ASTM 1020 were
prepared and inserted into the dynamic system for seven days. The water used was derived
from storage tanks of petroleum. The coupons were removed after seven days with full
training of biofilms. Each coupon was placed in contact with 20 mL of essential oil for
different periods: 0, 60, 90 and 120 minutes. The biocidal effect was determined by the
microbial count of five types of groups of microorganisms: aerobic bacteria, bacteria
precipitating iron, anaerobic bacteria, sulfate-reducing bacteria (BRS) and fungi. The data
showed a reduction to zero of the most probable number (MPN) of bacteria precipitating
iron and BRS from 115 to 113 minutes of contact, respectively. There was also inhibition of
fungi, reducing to zero the rate of colony forming units (CFU) from 74 minutes of exposure.
However, for aerobic and anaerobic bacteria were no significant differences for the exposure
time with the essential oil, remaining constant. Considering the results the essential oil of L.
gracilis Schauer has shown significantly effective action on biofilms.
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Resumo

A biocorrosdo € um processo de dissolugdo metalica provocada ou influenciada por
microrganismos que favorecem a completa deteriorizacdo dos materiais. Varios métodos de
prevencdo e controle tém sido usados para a biocorrosdo, mas o mais utilizado sdo os
biocidas. Atualmente, com a grande preocupacdo ambiental novos métodos efetivos de
controle estdo sendo pesquisados. A espécie Lippia gracilis Schauer,conhecida como
alecrim da chapada é tipica da regido Nordeste. O objetivo desse trabalho foi avaliar a acéo
do oleo essencial de L. gracilis Schauer sobre biofilmes formados em sistema dindmico.
Uma concentragdo padrdo do 6leo essencial de 20 pL foi estabelecida a partir da avaliacdo
da concentragdo minima inibitoria (CMI) em teste tipo antibiograma. Para a formacdo dos
biofilmes cupons retangulares de aco carbono 1020 ASTM foram preparados e inseridos no
sistema dinamico por sete dias. A agua utilizada foi originada de tanques de armazenamento
de petroleo. Os cupons foram retirados apds sete dias com plena formacéo dos biofilmes.
Cada cupom foi colocado em contato com 20 pL do 6leo essencial por diferentes periodos:
0, 60, 90 e 120 minutos. O efeito biocida foi determinado pela contagem microbiana de
cinco tipos de grupo de microrganismos: bactérias aerobicas, bactérias precipitadoras de
ferro, bactérias anaerdbicas, bactérias redutoras de sulfato (BRS) e fungos. Os dados
mostraram reducdo a zero do nimero mais provavel (NMP) de bactérias precipitadoras de
ferro e BRS a partir de 115 e 113 minutos de contato, respectivamente. Também houve
inibicdo sobre fungos, reduzindo para zero a taxa de unidades formadoras de colénias (UFC)
a partir de 74 minutos de exposicdo. Entretanto, para bactérias aerdbicas e anaerdbicas nao
houve diferenca significativa para o tempo de exposicdo com o O6leo essencial,
permanecendo constante. Diante dos resultados o 6leo essencial de L. gracilis Schauer
demonstrou possuir acdo significativamente efetiva sobre biofilmes.

Palavras-chaves: Biofilme, Biocorrosdo, Lippia gracilis, Oleo essencial, Biocida.
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Atualmente, o termo biofilme é definido como complexos ecossistemas microbiologicos,
embebidos em uma matriz polimérica de aspecto gelatinoso, aderida a uma superficie sélida,
quase sempre imersa em meio liquido. Os bioflmes, também definidos como “filmes
microbianos”, sao formados por agua, microrganismos, substancias poliméricas
extracelulares (EPS), particulas retidas, substancias dissolvidas e adsorvidas. Os biofilmes
estdo inteiramente envolvidos no processo de Corrosdo Influenciada Microbiologicamente
(CIM) que atinge varios setores da industria petrolifera, como também das industrias
quimica, petroguimica, civil, naval, automobilistica, alimenticia, de papel e aeronautica,

sendo responsavel por grandes prejuizos de ordem econdmica.

Este tipo de corrosdo é provocado pela presenca de microrganismos na superficie de metais
e seus processos metabolicos, que modificam as condicdes eletroquimicas da interface metal
solucdo, alterando em particular o valor do pH, a concentracdo de oxigénio dissolvido e a
concentracdo de componentes organicos e inorganicos. A existéncia de grandes prejuizos
econdmicos em diferentes setores industriais causados por esse tipo de corrosdo leva a
necessidade de se buscar métodos de controle efetivos. Compostos denominados de
“biocidas”, substancias quimicas com atividade antimicrobiana, sdo amplamente utilizados
nos diversos setores das industrias, principalmente na industria de petréleo. Considerando
estes fatos, novos métodos de controle com baixo custo, auséncia de riscos ao meio
ambiente e com acdo efetiva, estdo sendo pesquisados para o interesse da industria.
Atualmente, o uso de produtos naturais obtidos a partir de plantas pode se tornar uma
alternativa de controle potencialmente efetiva para esse tipo de corrosdo, ja que sdo

considerados ambientalmente corretos.

Lippia gracilis Schauer, popularmente conhecida como alecrim da chapada, € uma espécie
nativa do Nordeste brasileiro que apresenta elevados contetdos de timol e carvacrol, e seu
Oleo apresenta atividade antibacteriana e antifingica ja comprovada (Albuquerque et al.,
2006).

Os 6leos essenciais com atividade antimicrobiana sdo inofensivos as pessoas e ao ambiente e
sdo considerados de baixo risco para o desenvolvimento de resisténcia a microrganismos

patogénicos. Uma vantagem adicional dos volateis naturais ¢ auséncia de residuos apos o
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tratamento, e também a sua caracteristica lipofilica que interage com a membrana

microbiana, facilitando a inibicdo dos microrganismos.

Assim, na perspectiva de alcancar novos métodos de controle que possuam baixo valor
econémico, auséncia de restricdes ambientais e uma ampla acéo efetiva sobre o processo de
biocorrosdo, que o presente trabalho se desenvolveu, objetivando avaliar a acdo do 6leo

essencial de Lippia gracilis Schauer sobre biofilmes formados em sistema dinadmico.

Referencial Teorico

Os danos econémicos gerados pela biocorrosdo atingem varios setores industriais. Na
industria de petroleo dos 50% de danos associados a corrosao 20% desses sao devido a este
processo, representando milhGes em gastos e investimento. Varios métodos de prevencao e
controle tém sido usados para a biocorroséo, mas o mais utilizado e que vem sendo sempre
pesquisado sdo as substancias quimicas denominadas de biocidas, que apresentam risco
ambiental. De acordo com Videla (2003) este risco ambiental esta associado com o controle
da biocorrosdao quando as concentracdes usadas de biocida ultrapassam os limites aceitaveis
que afetam a preservacao do héabitat e das espécies. O outro ponto negativo para 0 ambiente
é natureza das caracteristicas toxicas do material de tratamento descartavel que pode afetar a

camada de ozonio e influenciar o efeito estufa.

Atualmente com a grande preocupacdo ambiental e com as pertinentes resisténcias dos
microrganismos a a¢do dos biocidas aplicados na indlstria de petréleo, novos métodos
efetivos de controle e biodegradaveis estdo sendo e devem ser pesquisados. O uso de
compostos naturais extraidos de plantas no controle de microrganismos nao é um fato
recente, contudo poucos estudos na literatura tem sido realizados com propdsito de usa-los

para o controle especifico de biofilme e consequente reducéo da biocorroséo.

Um dos primeiros estudos realizado para controle de biofilme foi feito por Elmina e
colaboradores em 1983, onde avaliaram a atividade do extrato aquoso de Allium sativum e
Allium cepa sob fungos e bactérias Gram-positivas e negativas. Neste estudo a atividade do

extrato de A. sativum foi mais eficiente, reduzindo a quantitadade de microrganismos
-4 -
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avaliados em oposicdo ao extrato de A. cepa que apenas reduziu o nimero de fungos, tendo

a sua atividade influenciada pelo tempo de incubacédo e temperatura.

Em 2002, Bhosale, Nagle e Jagtap pesquisaram na india o potencial antifouling de extratos
puros de alguns organismos marinhos sobre espécies de Bacillus e Pseudomonas. Extratos
de dez espécies de algas marinhas e nove espécies de animais foram avaliados. Quatro
espécies de algas marinha apresentaram acdes variando de moderada a forte sobre Bacillus
pumilus e Pseudomonas vesicularis, favorecendo a reducgéo de fouling provocado por estes

microrganismos.

Videla e outros pesquisadores em 2004 avaliaram novamente o efeito do extrato aquoso de
Allium cepa em laboratério sob a espécie de bactéria aerébica Pseudomonas fluorescens na
forma plancténicas e séssei em aco inoxidavel AISI 304. Foram testados diferentes
concentracdes do extrato em oito tempos de contato sob quatro diferentes concentracfes da
bactéria. Similarmente ao trabalho desenvolvido por Elmina et al. (1983) o extrato de A.

cepa ndao demonstrou nenhuma acéo biocida significativa.

No mesmo ano Lowe juntamente com outros pesquisadores avaliaram trés tipos de extratos
de espécies de pimenta com o objetivo de desenvolver um biocida considerado por eles
“ambientalmente correto” na prevengdo e controle da corrosio microbiologicamente
influenciada (CMI). Em oposicdo aos resultados encontrados por Videla os extratos desse
estudo favoreceram a reducdo do numero de bactérias acidofilas, redutoras de ferro,
metanogénicas e, principalmente, influenciou o crescimento e metabolismo das bactérias
redutoras de sulfato (BRS), principais responsaveis pela biocorrosdo. A andlise foi feita
levando-se em conta a metodologia do numero mais provavel (NMP) e a de unidades

formadoras de colénia (UFC) pelo método pour plate.

Em 2005 Guiamet e GoOmez de Saravia fizeram uma pequena revisdo bibliografica sobre o
uso de produtos naturais como biocidas no controle da biocorrosdo. Nesta revisdo os autores
destacaram o trabalho realizado em 1998 por Gomez de Saravia e Gaylarde que, utilizando
também a metodologia pour plate, avaliaram o efeito do extrato aquoso de Brasicca negra
sob microrganismos planctonicos e séseis do género Pseudomonas sp, Aspergillus

fumigatus e mistura de bactérias redutoras de sulfato (BRS), todos isolados a partir de oleo
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diesel contaminado. Os resultados demonstraram que o extrato reduziu o nimero de todos 0s
microrganismos avaliados a partir de diferentes tempos de contato e concentracgdes,

revelando-se um promissor biocida industrial.

No ano seguinte Guimat et al. (2006) seguindo a linha de biodeteriorizacdo em ambiente
terrestre demonstrou que a atividade biocida de extratos de vegetais varia com o tipo de
solvente utilizado para a extracdo, apesar da planta ser a mesma para cada solvente. Extratos
aquoso, acetonico e etanodlicos de Cichorium intybus L., Arctium lappa L., Centaurea
cyanus L., Allium sativum L., Pinus caribea, Eucalyptus citriodora e Piper auritum agiram
de diferentes formas sobre alguns tipos de microrganismos associados ao processo de
biodeteriorizacdo isolados da superficie de papéis, mapas e fotografias, além do ar. Nenhum
extrato aquoso mostrou atividade satisfatdria, apenas os organicos de C. cyanus, Cichorium

intybus e A. lappa apresentaram a¢do moderada.

Recentemente Tebaldi (2008) avaliou o acdo biocida de Oleos essenciais de Thymus
vulgaris, Syzigium aromaticium, Salvia officinalis e Rosmarinus officinalis sobre
Pseudomonas fluorescens e biofilme formado por Pseudomonas aeruginosa em aco
inoxidavel AISI 304. Os melhores resultados foram obtidos para o extrato de T. vulgaris e
em menor escala para o de S. aromaticium sobre P. Aeruginosa. Ja os extratos de S.

officinalis e R. officinalis ndo demonstraram nenhum tipo de atividade antimicrobiana.

Diante da grande preocupacdo ambiental e das exigéncias desencadeadas pela mesma para o
campo industrial, ha a necessidade do desenvolvimento de biocidas potencialmente efetivos
e sem producdo de residuos. O uso de produtos naturais pode ser alternativamente vantajoso
como biocidas analisando os resultados desses trabalhos, ja que revelam bons resultados na
sua maioria. H4 uma necessidade de incentivo e investimentos pela a inddstria de novas
pesquisas nessa area para se ter um bom respaldo. Com isso, 0s produtos naturais

potencializam uma Otima alternativa.

Resultados e Discussao
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Ensaios Microbioldgicos

O o6leo essencial de L. gracilis Schauer mostrou atividade diante do controle. Na avaliacéo in
vitro, foram observados diferentes comportamentos (p<0,05) entre 0s microrganismos em
relacdo ao tempo de contato do Gleo essencial de L. gracilis Schauer. Conforme analise de
variancia dos valores de quantificacdo dos cinco microrganismos em relacdo a quatro
diferentes tempos de contato (0, 60, 90 e 120 minutos), o coeficiente de varia¢do (CV) foi de
26,65. Houve diferenca significativa entre o tempo de contato de L. gracilis Schauer, o tipo
de microrganismo e interacdo entre esses fatores (p<0,05).

Observou-se que o nimero mais provavel (NMP) de bactérias aerobicas e de bactérias
anaerobicas ndo foi influenciado pelo tempo de contato com o 6leo essencial de L. gracilis
Schauer, ndo diferindo estatisticamente entre os tratamentos, com uma média geral de 5,081
x 10* e 4,6 x 10* células/mL/cm?, respectivamente. Resultados similares foram encontrados
por Videla e colaboradores em 2004 ao avaliar o efeito do extrato de Allium cepa em
diferentes concentragdes em oito tempos de contato (de 5 minutos a 24 horas) sobre
bactérias aerdbicas em biofilme, ndo obtendo nenhuma acédo biocida. Os autores nao levaram
em consideracdo nenhuma explicacao viavel.

O possivel fator chave de influéncia sob a acdo do 6leo de L. gracilis para essas bactérias
avaliadas tenha sido a concentracdo utilizada, ja que na forma de biofilme as bactérias
tornam-se muito mais resistentes a acdo de qualquer tipo de biocida (Macédo, 2000).
Provavelmente, concentracfes maiores que 20 pL apresentem melhores resultados, sendo
necessario novos ensaios para afirmar a atividade efetiva desse 6leo essencial.

Contudo, pelo desdobramento, houve um decréscimo de unidades formadoras de colénia
para os fungos em relagdo ao tempo de contato do Gleo essencial de L. gracilis Schauer,
obedecendo a um comportamento polinomial, sendo controlado totalmente com o tempo de
contato de 74 minutos (Figura 1). Produtos naturais avaliados em outros trabalhos
mostraram-se também efetivos sobre fungos presentes em biofilmes. Gomez de Saravia e
Gaylarde (1998), por exemplo, avaliando o efeito do extrato de Brassica nigra em biofilme
obtiveram 87% de inibicdo sobre Aspergillus fumigatus. Extratos aquoso de Allium sativum
e A. cepa também inibiram completamente o crescimento de fungos (Elmina et al., 1983).

A acdo antifungica do 6leo de L. gracilis Schauer deve-se a presenca do timol e carvacrol,
que ja apresentaram acdo comprovada contra outros tipos de fungos (Dorman e Deans,

2000). Nesse ensaio, 6leo de L.gracilis Schauer mostrou-se um biocida potencialmente
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antifangico, com 100% de inibicdo, comprovando mais uma vez seu carater fungicida, como
citado por Pascual et al. (2001) e Albuquerque et al. (2006).

Em relacdo as bactérias redutoras de sulfato (BRS), o modelo polinomial foi o que melhor se
enquadrou para descrever o seu comportamento diante do crescente tempo de contato com o
oOleo essencial de L. gracilis Schauer (Figura 2). O menor tempo de exposi¢do que controlou
totalmente o nimero mais provavel de BRS foi de 115 minutos.

Pesquisas utilizando produtos naturais no controle de bactérias redutoras de sulfato tém
crescido nos dltimos tempos, ja que esses microrganismos sdo o foco da biocorrosdo. Na
literatura, ha varios trabalhos avaliando extratos naturais no controle de BRS. Kibane Il &
Bogan, em 2004, avaliaram o efeito de diferentes extratos de pimenta, obtendo uma pequena
reducdo no nimero de BRS. J& Gdmez de Saravia e Gaylarde (1998) reduziram a taxa de
BRS em 58% com o uso do extrato de B. nigra.

Por outro lado, trabalhos utilizando 0Oleos essenciais no controle de BRS atualmente so
escassos, apesar de se ter trabalhos com avaliacdo desses produtos em outros tipos de
bactérias e fungos associados a corrosdo (Singh et al., 2006; Bakkali et al., 2008) Entretanto,
o controle de BRS em associacdo € muito mais dificil, sendo necessario substancias
potencialmente capazes de interagir com o EPS do biofilme (Lowe et al., 2004). O éleo
essencial de L. gracilis Schauer mostrou-se capaz de controlar a taxa de BRS a zero em uma
concentragdo muito baixa em um curto tempo de contato (115 minutos).

Ja o numero de bactérias oxidantes de ferro também foi influenciada pelo tempo de contato
com o 6leo essencial de L. gracilis Schauer, obedecendo um comportamento de decréscimo
linear (Figura 3). Houve um controle do nimero mais provavel de tal microrganismo aos
113 minutos de exposicdo ao dleo essencial de L. gracilis Schauer. Os tempos de exposi¢do
que mais influenciaram os microrganismos foram entre 90 e 120 minutos e 0s
microrganismos mais influenciados pela exposicdo ao 6leo essencial de L. gracilis Schauer,
em ordem crescente de acdo, foram as BRS, as bactérias oxidantes de ferro e os fungos.

A acdo antimicrobiana do Oleo essencial de L. gracilis Schauer é bastante discutida na
literatura e é principalmente atribuida aos seus principios ativos: timol e carvacrol, dois
diterpenos majoritarios na sua composi¢do. O mecanismo de acdo dessas substancias baseia-
se no seu carater lipofilico que interage facilmente com a membrana celular, provocando
distorgdo na sua estrutura fisica, causando expansao e, consequentemente, desestabilidade na

membrana, modificando a sua permeabilidade, desnaturando proteinas essenciais e enzimas
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ligadas a respiracdo celular, além de alterar a forca préton motora por meio de variagdes no
pH e no potencial elétrico (Burt, 2004; Cavalcanti, 2006).

Ja para as bactérias que ndo foram influenciadas pela acdo do 6leo essencial, ha fatores que
podem interferir nessa acdo. Segundo Russell (2003) h& mecanismos que reduzem a
suscetibilidade dos microrganismos a acéo do biocida, como: reduzido acesso das moléculas
de biocidas as células bacterianas, interacGes quimicas entre biofilme e biocida, modulacéo
do microambiente, producdo de enzimas degradativas que podem ser eficazes em baixas
concentragbes do biocida utilizado, trocas genéticas entre as células, quorum sensing,
presenca de microrganismos persistentes e sobreviventes em bolsas, mutacdo e adaptacédo
dentro do biofilme, além da prépria caracteristica morfoldgica da célula bacteriana.
Sugerimos aqui novos ensaios com maiores concentragcdes e novos tempos de contato, ja que
existem microrganismos que podem ser mais resistentes ou mais sensiveis para certa

concentracdo de biocida empregada em determinado tempo de contato sobre biofilme.

Concluséao

a concentracdo avaliada, o 6leo essencial de L. gracilis Schauer apresentou forte acao
antimicrobiana diante das bactérias oxidantes de ferro, fungos e bactérias redutoras de
sulfato presentes em biofilmes formados em sistema dindmico. Entretanto, ndo houve
atividade diferenciada estatisticamente sobre as bactérias aerdbicas e anaerdbicas.

Diante dos bons resultados aqui demonstrados pela acdo sobre biofilmes, o 6leo essencial de
L. gracilis Schauer mostra-se como um biocida natural potencialmente promissor para as
exigéncias do mercado industrial devido a sua acdo efetiva. Com isso, sugerimos a
realizacdo de novos ensaios com o0 Oleo essencial com o intuito de avaliar novas
concentragcdes, outros tempos de contato, bem como sua aplicagdo direta em sistema

dindmico.
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Figura 1: Unidade formadora de colbnias (UFC) de fungos retirados de biofilmes
submetidos a crescentes tempos de contato, com 20 uL do 6leo essencial de L. gracilis
Schauer.
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Figura 2: Numero mais provavel (NMP) de bactérias redutoras de sulfato (BRS) retiradas

de biofilmes submetidos a crescente tempos de contato com 20 pL do dleo essencial de L.
gracilis Schauer.
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Figura 3: Numero mais provavel (NMP) de bactérias oxidantes de ferro retiradas de
biofilmes submetidos a crescente tempos de contato com 6leo essencial
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