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RESUMO

Os biofilmes sao formas de associagdo microbiana responsaveis por gerar, acelerar e/ou
induzir o processo de corrosdo. Os danos gerados na industria de petroleo por esse tipo de
corrosdo sdo significativos, representando grandes investimentos para seu controle. O objetivo
desse trabalho foi avaliar em testes tipo antibiograma os efeitos dos extratos de Jatropha
curcas e do oleo essencial de Lippia gracilis Schauer sobre microrganismos isolados de
amostras de dgua e, apartir de entdo, selecionar o produto natural mais efetivo para posterior
avaliagdo sobre biofilmes formados em sistema dinamico. Os extratos de J. curcas nao foram
eficientes sobre a inibi¢do completa do crescimento microbiano em testes tipo antibiogramas,
sendo o 6leo essencial mais efetivo e determinado para os demais testes. Uma concentracao
padrdao do oleo essencial de 20 pL foi escolhida e estabelecida para a avaliagdo sobre os
biofilmes e sobre a taxa de corrosdo. O efeito biocida foi determinado pela contagem
microbiana de cinco tipos de microrganismos: bactérias aerobicas, precipitadoras de ferro,
anaerobicas, redutoras de sulfato (BRS) e fungos. A taxa de corrosdo foi calculada por perda
de massa. Identificagdo molecular e micrografias eletronicas de varredura (MEV) foram
realizadas. 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 inibi¢do sobre fungos, reduzindo para zero a taxa de unidades formadoras de
colonias (UFC) a partir de 74 minutos de exposi¢do. Entretanto, para bactérias aerdbicas e
anaerobicas ndo houve diferenga significativa para o tempo de exposi¢do com o O6leo
essencial, permanecendo constante. A taxa de corrosdo também foi influenciada pela presenca

do dleo. O dleo essencial de L. gracilis Schauer mostrou-se potencialmente efetivo.

Palavras-chave: Biofilme, biocorrosdo, Lippia gracilis Schauer, biocida e corrosao.




ABSTRACT

The biofilms microbial forms of association are responsible for generating, accelerating
and / or induce the process of corrosion. The damage generated in the petroleum industry for
this type of corrosion is significatives, representing major investment for your control. The
aim of this study was to evaluate such tests antibiograms the effects of extracts of Jatropha
curcas and essential oil of Lippia gracilis Schauer on microrganisms isolated from water
samples and, thereafter, select the most effective natural product for further evaluation of
biofilms formed in dynamic system. Extracts of J. curcas were not efficient on the complete
inhibition of microbial growth in tests type antibiogram, and essential oil of L. gracilis
Schauer most effective and determined for the other tests. A standard concentration of
essential oil of 20 pL. was chosen and established for the evaluation of the biofilms and the
rate of corrosion. The biocide effect was determined by microbial counts of five types of
microorganisms: aerobic bacteria, precipitating iron, total anaerobic, sulphate reducers (BRS)
and fungi. The rate of corrosion was measured by loss of mass. Molecular identification and
scanning electron microscopy (SEM) were performed. The data showed reduction to zero of
the most probable number (MPN) of bacteria precipitating iron and BRS from 115 and 113
minutes of contact, respectively. There was also inhibited in fungi, reducing to zero the rate of
colony-forming units (CFU) from 74 minutes of exposure. However, for aerobic and
anaerobic bacteria there was no significant difference in the time of exposure to the essential
oil, remaining constant. The rate of corrosion was also influenced by the presence of oil. The

essential oil of L. gracilis was shown to be potentially effective.

Key-words: Biofilm, biocorrosion, Lippia gracilis Schauer, biocid and corrosion.
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Capitulo 1: Introducédo Geral

1 — Introducao Geral

Os microrganismos constituem uma das mais extraordinarias formas de vida, seja pela
sua grande capacidade de adaptacdo ou pela sua capacidade de reproduzirem-se amplamente
em um curto periodo de tempo. Estes aspectos contribuem para que se distribuam na grande
maioria dos habitats do planeta e apresentem uma grande diversidade genética, além de
metabolica.

Estas implacaveis formas de vida resistem as mais diversificadas condi¢des ambientais:
toleram altas temperaturas, sobrevivem a ambientes com ou sem oxigénio, utilizam energia de
diferentes fontes, incluindo elementos como sulfatos, sulfetos e ions amoniacais, além de
apresentarem uma grande relagcdo superficie-volume.

Do mesmo modo que possuem uma ampla distribui¢do no meio ambiente, sdo diversas
as formas que podem se fazer presentes para habitar o mesmo. Podem estar isolados, em
colonias ou em associagdes complexas com diferentes tipos de espécies, formando um
microecossistema denominado de “biofilme”.

O termo biofilme surgiu para descrever a forma de vida séssil adotada pelos
microrganismos e a primeira descricao detalhada da adesdo microbiana em superficie foi feita
por Zobell (1943), mas a palavra biofilme foi introduzida na literatura cientifica s6 em 1970
(Costerton et al., 1987). Atualmente, o termo biofilme ¢ definido como complexos
ecossistemas microbiologicos, embebidos em uma matriz polimérica de aspecto gelatinoso,
aderida a uma superficie solida, quase sempre imersa em meio liquido. Os biofilmes, também
definidos como “filmes microbianos”, sdo formados por agua, microrganismos, substancias
poliméricas extracelulares (EPS), particulas retidas, substancias dissolvidas e adsorvidas.

Os biofilmes apresentam algumas importancias benéficas, como por exemplo: a sua
utilizacdo em bioreatores para a producdo de fermentados, o uso de agregados microbianos
em tratamento aerobios e anaerdbios de efluentes domésticos e industriais. A remoc¢do de
nitrogénio, carbono biodegradavel e precursores de trihalometanos também pode ser realizada
pela acdo dos biofilmes (Takasaki et al., 1992). Por outro lado, os biofilmes estdo
inteiramente envolvidos no processo de Corrosdo Influenciada Microbiologicamente (CIM)

que atinge varios setores da industria petrolifera, como também das industrias quimica,
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petroquimica, civil, naval, automobilistica, alimenticia, de papel e aeronautica, sendo
responsavel por grandes prejuizos de ordem econdmica.

Este tipo de corrosdo ¢ provocado pela presenca de microrganismos na superficie de
metais e seus processos metabolicos, que modificam as condi¢des eletroquimicas da interface
metal solugdo, alterando em particular o valor do pH, a concentragdo de oxigénio dissolvido e
a concentracdo de componentes organicos e inorganicos. Os principais mecanismos que
favorecem o aparecimento da corrosdo pela acdo microbiana sdo: a influéncia direta na
velocidade das reagdes anddicas e catoddicas pela producdo de metabdlitos e a formagdo de
tubérculos que geram a formacdo de uma célula de aeracdo diferencial, o que proporciona
uma rapida dissolucao metélica (Videla, 2003).

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 petrdleo. Estes podem ser organicos ou inorganicos e devem apresentar alguns
requisitos importantes para a sua aplicacdo, como: ser seletivo, ndo ser corrosivo para os
metais dos sistemas, possuir adequada biodegradabilidade e apresentar baixo custo.
Entretanto, em alguns casos o uso de biocidas acaba ndo sendo eficiente para inibir a
proliferacdo dos microrganismos presentes, além de apresentar um alto custo e ndo possuirem
biodegradabilidade adequada.

Considerando estes fatos, novos métodos de controle com baixo custo, auséncia de
riscos ao meio ambiente € com acgdo 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. Duas espécies tipicas do Nordeste brasileiro mostram-
se com potencial antimicrobiano ja relatado na literatura: Jatropha curcas, espécic de
leguminosa conhecida popularmente como pinhdo manso, e Lippia gracilis Schauer,
conhecida como alecrim da chapada (Kumar e Sharma, 2008; Pascual et al., 2001).

O género Jatropha pertence a familia Euphorbiaceae e inclui aproximadamente mais
de 170 espécies ja conhecidas, distribuidas principalmente entre as Américas Central e do Sul,
Africa, India e Sudoeste da Asia. As espécies desse género apresentam diversas atividades

funcionais, como atividade antiviral, antitumoral e antimicrobiana, ja avaliadas. Também
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caracterizam-se pela grande quantidade de 6leo viscoso presente nas suas sementes, que pode
ser usado na produg¢do de velas, sabdo, parafina, cosméticos e, principalmente, como
combustivel (Foidl e Kashyap, 1999).

Atualmente, o 6leo presente na semente da espécie J. curcas tem sido pesquisado para
utilizagdo como biodiesel. A presenca de substincias toxicas como a curcina A, além de
inibidores de tripsina, também presentes nas sementes, podem conferir atividade
antimicrobiana aos extratos de J. curcas, tendo em vista que estas substancias ja confirmaram
possuir efeito contra microrganismos (Kumar & Sharma, 2008).

O género Lippia pertence a familia Verbenaceae, incluindo aproximadamente 250
espécies entre plantas herbaceas, arbustos e 4arvores. As espécies sdo distribuidas
principalmente entre as Américas Central e do Sul e no territorio Africano. Em geral, o género
apresenta atividade farmacologica e ¢ amplamente utilizado na medicina popular. A maioria
das espécies ¢ tradicionalmente utilizada como remédios gastrointestinais e respiratorios,
porém algumas delas apresentam atividade antimalarial, citoestatica e antimicrobiana. As
plantas do género caracterizam-se pela presenca de oleos essenciais em tricomas glandulares
localizados nas folhas. Esses Oleos exibem forte atividade contra bactérias, tais como
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis ¢ Mycobacterium smegmatis,
géneros formadores de biofilmes, e contra fungos dermatofiticos (Pascual et al., 2001). Esta
atividade em algumas espécies do género deve-se a presenga de timol e carvacrol,
monoterpenos fendlicos.

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

Os Oleos essenciais com atividade antimicrobiana sdo inofensivos as pessoas € 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 apds o tratamento, e também a sua caracteristica lipofilica que interage com a
membrana microbiana, facilitando a inibi¢do dos microrganismos (Reddy et al., 1998).

Dessa forma, o uso dessas espécies citadas mostra-se como uma possivel alternativa

contra biofilmes. Aliado a esse fator, o baixo custo na extragdo do 6leo de L. gracilis Schauer
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e a grande ascensdo da produgdao de J. curcas na regido Nordeste para a producdo do
biodiesel, tornam-se fatores ainda mais favordveis para os seus usos.

Assim, na perspectiva de alcancar novos métodos de controle que possuam baixo valor
econdmico, auséncia de restrigdes ambientais € uma ampla agdo efetiva sobre o processo de
biocorrosdo, que o presente trabalho se desenvolveu, objetivando avaliar em testes tipo
antibiograma os efeitos dos extratos hexanico e metandlico de J. curcas e do 6leo essencial de
L. gracilis Schauer sobre microrganismos isolados de amostras de agua do produto do tanque
e, a partir de entdo, selecionar o produto natural mais efetivo para posterior avaliacdo sobre

biofilmes formados em sistema dinidmico.

1.1 — Objetivos Especificos
e Avaliar, inicialmente, em testes tipo antibiograma os efeitos dos extratos de J. curcas e
do odleo essencial de L. gracilis Schauer sobre microrganismos isolado a partir de agua e

selecionar o produto natual mais efetivo a partir do seu halo de inibicao;

e Avaliar, in vitro, diferentes concentragdes do produto natural mais efetivo em

antibiograma e selecionar a sua Concentracdo Minima Inibitoria (CMI);

e Avaliar o efeito da CMI do produto natural selecionado sobre os microrganismos

presentes em biofilmes submetidos a diferentes periodos de tempo de contato;

e Observar o efeito do produto natural escolhido sobre biofilmes formados em ago

carbono através de microscopias eletronicas de varredura (MEV);

e Avaliar por perda de massa a influéncia do produto natural na taxa de corrosao.
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2. Aspectos Teoricos Fundamentais

2.1 - Biofilmes Microbianos

2.1.1 — Definicéo e constituicdo dos biofilmes

A descoberta do biofilme (Figura 2.1) aconteceu no inicio de 1674 pelo cientista, pai
da Microbiologia, Antonie van Leeuwenhoek, quando pela primeira vez, observou por um
primitivo microscopico um conjunto de microrganismos que habitavam uma superficie
dentaria vivendo em associagdo, os quais ele denominou de “animalculos”. A partir de entdo,
acreditou-se na existéncia de uma forma de associacdo complexa e diferenciada. Mas s6 em
1970 a palavra biofilme foi introduzida na literatura cientifica para definir essa forma de

associagdo (Costerton et al., 1987).
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Source: Emerg Infect Dis & 2002 Cenlers for Disease Contral and Pravention (CDC)

Figura 2.1: Imagens de biofilmes: (a) crescendo em superficie de ago apos oito semanas de
imersdo em sistema de agua industrial examinado por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) e (b) apos 14 dias de imersdo em sistema de dgua potavel examinado por Microscopia

de Epifluorescéncia (ME). Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2002.
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A definicao de biofilme ¢é vasta e variada, mantendo-se nos seus mais variados
conceitos apenas as suas caracteristicas peculiares. Na literatura atual o termo biofilme vem
sendo definido como uma acumulacdo de células microbianas que atacam a superficie
abidtica ou bidtica, cuja formacdo sé ocorre quando hd um fluxo de nutrientes suficiente
(Singh et al., 2006). Pode também ser definido como uma comunidade microbioldgica séssil,
derivada e caracterizada por células que atacam uma interfase embebida em uma matriz de
exo-polissacarideo com alteracdo fenotipica (Pereira, 2001).

Dando énfase a este conceito, Garrett (2008) define mais especificamente o conceito
de biofilme como sendo um conjunto de poucas bactérias co-aderidas em um substrato por
meio de propriedades fisicas e pelas substancias poliméricas extracelulares.

Os biofilmes sdo constituidos por substancias poliméricas extracelulares (EPS), que
representam cerca de 70 a 90% do seu total, além de agua, particulas retidas, adsorvidas e
dissolvidas, e microrganismos que constituem pequena parte da sua composicao,
representando menos de 10% do seu total (Flemming, 1993). Essa composi¢do percentual de
microrganismos e substincias poliméricas extracelulares varia dependendo das espécies
envolvidas na formagdo do biofilme. Também possuem particulas de proteinas, lipideos,
fosfolipideos, carboidratos, sais minerais e vitaminas, que formam uma espécie de crosta
debaixo da qual os microrganismos continuam a crescer formando um cultivo puro ou uma
associacdo com outros microganismos.

Viarios tipos de microrganismos podem estar presentes nos biofilmes, como
microalgas, fungos, protozoarios, virus e bactérias. Em um biofilme “maduro” formado em
um aco estdo presentes microrganismos com diferentes metabolismos de respiragdo. Os
microrganismos anaerobicos, por exemplo, ficam localizados proximo a regido de interfase
entre o biofilme e o aco. Por outro lado, microrganismos facultativos aerodbicos localizam-se
no meio da matriz polimérica e ja os aerobicos gerais, ficam nas proximidades da interfase
biofilme/solugdo (Peréz et al., 2007).

As bactérias sdo os microrganismos que mais frequentemente produzem os biofilmes,
devido possuirem caracteristicas peculiares como: reduzido tamanho, elevadas taxas de
reproducdo, grande capacidade de adaptagdo e de produgdo de substincias e estruturas
extracelulares. Cerca de 99% das populagdes de bactérias mundiais sdo encontradas na forma

de biofilmes em diferentes estagios de crescimento, sendo as mais comuns Pseudomonas
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aeruginosa, P. fragi, P. fluorescens, Micrococcus sp, Enterococcus faecium, varias espécies
do género Desulfovibrio (Macédo, 2000; Pereira, 2001).

As substancias poliméricas extracelulares (EPS) possuem estruturas complexas e
heterogéneas. Sdo constituidas principalmente de polissacarideos ou proteina, substancias
humicas, acidos nucléicos (DNA ou RNA), fosfolipideos, glicoproteinas e acidos urdnicos,
sendo sintetizada pela acdo da enzima polimerase (Costerton et al., 1987). Nas bactérias
Gram negativas os polissacarideos constituintes do EPS s3o principalmente polianidnicos, o
que confere uma propriedade exclusivamente anidnica. Essa propriedade permite a associa¢ao
de cations divalentes como calcio e magnésio. Ja nas bactérias Gram positivas o carater passa
a ser primariamente cationico.

O EPS apresenta duas importantes caracteristicas que influenciam diretamente a
estrutura fisica e espacial do biofilme. A primeira enfatiza que a composi¢ao e a estrutura dos
polissacarideos determinam a conformagao inicial do biofilme. Por exemplo, bactérias que
apresentam residuos de hexoses com a estrutura 1,3 ou 1,4-B-hexoses tendem a configurar o
biofilme como mais rigido, menos deformado, mais soluvel ou insoluvel. A outra
caracteristica enfatiza que o EPS ndo ¢ uniforme, mas pode variar espacialmente e
temporariamente (Sutherland, 2001).

O EPS ¢ considerado peca fundamental para o inicio € manuten¢ao da corrosdo e €
responsdvel pela agregacdo dos microrganismos presentes no biofilme, conferindo-os maior
resisténcia a a¢do de agentes quimicos e fisicos. Um dos pontos que favorece essa resisténcia
relaciona-se ao seu carater, em sua grande maioria, aniénico de muitos polissacarideos
presentes nos biofilmes, que propicia o aprisionamento de cations presentes em alguns
compostos quimicos, diminuindo assim a sua concentra¢do e, portanto, diminuindo a sua a¢ao
nociva aos microrganismos presentes (Almeida, 2002). Além da prote¢do contra a a¢do dos
biocidas, o EPS ¢ também responsavel pela sua morfologia, estrutura, coesdo e integridade
funcional.

Devido a esses fatores, a agdo dos biocidas objetiva-se exatamente na destrui¢do ou
ruptura da estrutura do EPS, o que contribui para a plena desintegracao do biofilme, ja que os
microrganismos aderidos e envolvidos pelo o EPS apresentam uma maior resisténcia a acao
dos sanificantes. Pesquisas comprovaram que microrganismos aderidos foram entre 150 a
3000 vezes mais resistentes a acdo do biocida acido hipocloroso que os microrganismos nao

aderidos (Macédo, 2000).
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Vérios fatores influenciam a produgdo de EPS no biofilme. Entretanto, os mais
importantes sdo: a quantidade de nutrientes presente no meio, o grau de acdo do biofilme e o

estado em que esse se encontra, em um ambiente com ou sem Stress (Donlan, 2002).

2.1.2 — Formacéo do biofilme

Virias sdo as teorias para explicar a formacdo do biofilme. A primeira foi proposta
por Marshall et al., em 1971, enfocando que a adesdo ¢ um processo que ocorre em duas
fases: a primeira fase ¢ considerada ainda um processo reversivel, em fun¢do do processo de
adesdao dos microrganismos na superficie ocorrerem por for¢as de Van der Walls, interagdes
hidrofobicas e atracdo eletrostatica. Durante este estagio as bactérias apresentam movimentos
Browiniano, podendo ser removidas por rinsagem. Na segunda etapa, ocorre a interacdo fisica
da célula com a superficie por meio de material extracelular de natureza polissacaridea ou
protéica (EPS) produzido pela bactéria. Nesta fase, as fimbrias poliméricas ligam a célula
bacteriana ao substrato, tornando dificil a remocdo do biofilme, sendo necessario utilizar
métodos mecanicos, como lavagem ou raspagens.

Em 1976, Fletcher descreveu o processo de acumulagdo de microrganismos na
superficie em trés estdgios. O primeiro processo refere-se a adsor¢cdo ou acumulagdo de
microrganismos na superficie; o segundo, ao processo de ataque ou consolida¢do entre a
superficie do substrato e os microrganismos, com consequente formacdao dos polimeros
extracelulares. O terceiro e ultimo evidencia a colonizagdo, ou crescimento, e divisdo de
organismos sobre a superficie.

Outra teoria foi formulada por Characklis (1984), que sugere a formag¢ao do biofilme
dividida em cinco etapas: condicionamento da superficie pela adsorcdo de material orgénico,
transporte de células e nutrientes para o sitio de aderéncia, inicio da adesdo bacteriana ainda
reversivel, crescimento celular, colonizagdo e adesao irreversivel. Nesta ultima fase o
biofilme j& apresenta alta atividade metabolica e libera por¢des do biofilme localizadas na
periferia.

Ja para Notermans (1991), a formagao do biofilme se da em trés etapas: fixacao
inicial da bactéria, consolidagdo da bactéria na superficie e, por fim, a colonizacdo e

crescimento da bactéria. Na etapa de consolidagc@o ocorre a producdo de material extracelular
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que facilita a fixacdo dos microrganismos. Nesta fase ndo se consegue retirar as células
fixadas por rinsagem.

Entretanto, dentre as diversas teorias a mais aceita foi a defendida por Bott (1993), que
considera a formagdo do biofilme como resultado da agregagdo de substincias organicas,
microrganismos ¢ produtos derivados do propio metabolismo desses organismos. Esse
acumulo ¢ superficial, seguindo um padrao sigmoidal, sendo o resultado de um balango entre
processos quimicos, fisicos e bioldgicos que ocorrem simultaneamente, ndo sendo uniforme

nem no tempo nem no espago. Seu desenvolvimento ¢ separado em cinco fases (Figura 2.2):

Figura 2.2: Ilustracdo das cinco principais fases da formacdo e desenvolvimento do biofilme

com suas respectivas micrografias eletronicas de varredura reais. Bott (1993).

1 - Adsorc¢ao das substancias organicas dissolvidas a uma superficie s6lida em contato
com 0 meio aquoso, constituindo-se um filme condicionador;

2- Transporte dos microrganismos e outras particulas do meio aquoso para a superficie
solida acondicionada;

3- Adesao firme dos microrganismos a superficie;
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4- Transporte de nutrientes da fase liquida para a interfase liquido-biofilme, bem como
no interior do filme microbiano;

5- Producdo do biofilme devido o consumo de nutrientes, consequentemente crescimento
e reprodu¢do dos microrganismos aderidos e sintese de polimeros extracelulares:

a) transporte de subprodutos do biofilme para o exterior,

b) e desprendimento de por¢des do biofilme devido a fenomenos de erosdao superficial

ou deslocamento subito.

Nessa ultima fase, o desprendimento das por¢des mais externas da-se a medida que a
espessura do biofilme aumenta e supera a camada-limite de fluxo laminar por efeito do corte
de fluxo do liquido. Estabelece-se entdo um processo continuo e dindmico de renovagdo do
biofilme, que depende da espessura do depdsito, da velocidade do fluxo de liquido e da
velocidade de crescimento dos microrganismos. A consequéncia dessa fase de
desprendimento ¢ a contaminacdo do meio liquido por particulas biologicas, como:
metabolitos, materiais de lise celular e particulas inorganicas como os proprios produtos da
corrosdo microbioldgica.

Durante a década de 80 e parte dos anos 90, segundo o modelo de barreira difusional,
o biofilme foi considerado como uma massa de EPS em que as células microbianas e diversos
detritos inorganicos se encontravam distribuidos mais ou menos regularmente pela matriz
polimérica. Entretanto, nos ultimos anos foi elaborado um novo modelo diferente de biofilme
com o surgimento das medi¢des realizadas a partir de ultramicroeletrodos e o uso da
microscopia confocal a laser. Neste novo modelo sugerido inicialmente por Lewandowski
(1995) os microrganismos no biofilme formam aglomerados, separados por canais ou tuneis
onde o transporte de liquido ocorre essencialmente por conveccdo e € responsavel pela
distribuicdo de nutrientes, oxigénio, e pela propria passagem dos agentes sanificantes. Sao
estes os canais responsaveis pela manutengao da estrutura do biofilme (Figura 2.3).

Com o surgimento desse novo modelo conceitual de biofilme a limitagdo do acesso
de alguns biocidas oxidantes e sua menor eficiéncia sobre microrganismos aderidos ao metal

pode ser compreendida.
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Figura 2.3: Ilustragdo do modelo atual de biofilme segundo Lewandowski (1995), dando
énfase a preseng¢a de canais por onde o fluxo passa. (Adaptado de Center for biofilm

engineering — Montana State University/ Bozeman, 1996).

Aliado a este modelo convencional, Singh et al. (2006) relacionou juntamente com
as fases de desenvolvimento do biofilme anteriormente a interferéncia genética no processo
de formacao do biofilme durante uma escala de tempo (Figura 2.4). Essa visdo tornou mais

contemporanea o modo de entender o desenvolvimento do biofilme.
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Figura 2.4: Modelo de desenvolvimento de biofilme enfocando a influéncia genética.

Adaptado de Singh et al. (2006).
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2.1.3 — Principais caracteristicas e fatores que influenciam o desenvolvimento do

biofilme

Existem algumas caracteristicas relevantes que incrementam a discussdo a respeito
da defini¢do de biofilme. A quantidade de microrganismos, por exemplo, ¢ fator determinante
para uma aglomera¢do microbiana ser considerada como biofilme. Alguns autores consideram
como biofilme uma associagdo com, no minimo, 107 células aderidas por cm’ (Andrade,
1998; Pereira, 2001). Contudo, o que caracteriza fundamentalmente um biofilme € a presenca
do EPS.

Outra caracteristica relevante do biofilme ¢ a capacidade de adesao fisica das células
microbianas. Esse fator ¢ fundamental para a integridade da estrutura do biofilme. Estudos
realizados enfocam a grande importancia da adesdo para a permanéncia € manutengdao do
biofilme com fator de resisténcia a agdo dos biocidas. De acordo com Dunne (2002) existem
dois tipos de forcas de adesdo envolvidas no processo de formagdo do biofilme: a primeira
ocorre quando ha a adesdo dos microrganismos ao substrato e ainda ¢ reversivel. Ja a segunda
forga, caracteriza-se pela producao do EPS, ¢ irreversivel e ndo ha interferéncia de forcas
quimicas e fisicas.

A adesdo das células microbianas, aliada ao crescimento, reproducdo e adesdo das
células suspensas no fluido ao biofilme, representam processos que contribuem para o
aumento do crescimento do biofilme. Um fator que afeta diretamente a adesdo ¢ a
caracteristica do substrato, sendo fator limitante para o desenvolvimento do biofilme. Aliado a
caracteristica do substrato, existem uma série de outros fatores que influenciam diretamente o
desenvolvimento do biofilme. Para uma melhor compreensdo da interferéncia destes fatores, a
descri¢ao de cada um sera organizada didaticamente como segue:

a) tipo e caracteristicas do substrato;

b) caracteristicas do meio aquoso;

¢) hidrodinamica do fluido;

d) propriedades das células;

e) caracteristicas genéticas (regulagao genética);

f) forga i6nica do meio;

g) a concentracdo e a qualidade de nutrientes no meio circundante;

h) presengas de micro nutrientes (magnésio, sodio, potassio, célcio, etc);
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1) presen¢a de material particulado;

j) presencas de agentes antimicrobianos.

Diante da abrangéncia de cada fator de interferéncia sera abordada breve referéncia
dos mais relevantes citados pela ampla literatura, enfocando sua importancia em relagao ao

estudo realizado.

2.1.3.1 - Tipo e Caracteristicas do Substrato

A natureza e as caracteristicas do substrato sdo fatores relevantes para iniciar o
processo de formacdo do biofilme. A discussdo sobre essa influéncia ja ¢ abordada desde
1984, quando Characklis observou que a extensdo da colonizagdo microbiana parece
aumentar com o aumento da rugosidade da superficie. Esse fato ¢ explicado devido a
superficie do biofilme aumentar a interagdo com a superficie rugosa do substrato. Contudo, as
caracteristicas do substrato influenciam diretamente esse processo inicial, além de influenciar
a razdo e extensao do ataque microbiano.

A natureza eletroquimica do substrato também ¢ relevante para o ataque microbiano.
Superficies com caracteristica mais hidrofébica e ndo polar sdo mais rapidamente e
preferencialmente atacadas, como é o caso do Teflon. Contudo, a falta de equipamentos
adequados parece causar certa discussao a respeito de como quantificar especificamente o
tamanho da superficie hidrofobica do substrato e o seu respectivo contato com o biofilme,

provocando dividas sobre a influéncia da natureza eletroquimica do substrato.

2.1.3.2 — Caracteristicas do meio

Fatores como natureza do meio aquoso, temperatura, pH, presenca de nutrientes e
ions livres mostram-se inteiramente relevantes para o desenvolvimento do biofilme. As
caracteristicas da agua influenciam no possivel tipo de biofilme formado, contribuindo
positivamente ou de forma negativa no numero de microrganismos presentes (Almeida,

2002).
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Ja temperaturas entre 30°C e 50°C, e pH neutro favorecem o crescimento de
microrganismos, principalmente bactérias. A interferéncia da temperatura estd exatamente na
alteracdo da razdo de reagdes das enzimas, pois como toda proteina as enzimas possuem
temperaturas ideais para o seu perfeito funcionamento. Caso contrario, em temperaturas
extremas, por exemplo, as enzimas desnaturariam-se (Olofsson, 2003). Valores de pH abaixo
ou muito acima da neutralidade afetam diretamente o desenvolvimento do biofilme por
interferir na forca proton motora, que ¢ a forca utilizada pela bactéria para gerar o seu
gradiente eletroquimico. Essa altera¢do acarreta imediatamente em um efeito biocida para as
bactérias (Pereira, 2001).

O aumento da concentracdo de alguns ions como: ions férricos, calcio e sodio,
demonstraram interferir no ataque de Pseudomonas fluorescens a superficie de vidro,
reduzindo as forcas repulsivas entre a carga negativa das células e da superficie do substrato
(Donlan, 2002). J& em relagdo a influéncia da concentragao de nutrientes, verificou-se que
quando se aumenta a concentragdo de nutrientes livres no meio, proporcionalmente hd o
respectivo aumento no nimero de microrganismos presentes no biofilme formado, além desse
fator ser determinante para a adsor¢do da camada de moléculas presente no biofilme que

antecede a adsorcao de bactérias (Rubio, 2006).

2.1.3.3- Hidrodinamica do fluido

O fluido que fica em contato com a interface biofilme/substrato apresenta
caracteristicas hidrodindmicas que afetam diretamente o desenvolvimento e a estabilidade do
biofilme. Essas caracteristicas hidrodindmicas sdo a velocidade e a turbuléncia da corrente
liquida. Essas caracteristicas interferem no processo de adesdo entre as células, quantidade de
nutrientes no meio circundante e desprendimento dos microrganismos.

A velocidade do fluxo possui dois lados relevantes: interfere na taxa de transferéncia
de massa do seio do liquido para o biofilme, bem como no seu desprendimento. Neste
primeiro caso, se a velocidade do fluxo for baixa, o processo de transferéncia de massa do
liquido para o biofilme serd insuficiente para a formagao consistente da estrutura coesa do

biofilme formado. Entretanto, caso a velocidade do fluxo seja excessiva ird haver uma
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formag¢do mais coesa e mais compacta do biofilme, apesar de haver um maior desprendimento
(Characklis, 1984).

Em bioreatores, a hidrodinamica do fluido ¢ considerada como fator fundamental que
influencia a formacao, estrutura e estabilidade do biofilme. Alta taxa de hidrodinamica no
fluido resulta em uma estrutura forte do biofilme, quando formado, além de uma composi¢ao
heterogénea (Yu Liu, 2002). A hidrodinamica do fluido também influencia o ataque dos

microrganismos ao substrato e seu processo de mobilizacao.

2.1.3.4 — Propriedades das células

Apesar de serem considerados como organismos aparentemente “simples”, os
microrganismos apresentam caracteristicas altamente complexas e intrigantes que os
favorecem em diferentes ambientes e nas suas diversas formas de vida. Caracteristicas
peculiares da composicao quimica da membrana celular e da parede celular de bactérias,
como a presenca de moléculas hidrofobicas e/ou hidrofilicas, sdo pontos que favorecem a
adesdo ao substrato, como também uma maior interagdo entre células para a constituicao do
biofilme.

A influéncia das propriedades das células microbianas, principalmente em bactérias,
estd intrinsicamente relacionada ao ataque inicial ao substrato. Caracteristicas como:
hidrofobicidade das células, presenca de fimbrias e flagelo, e formacdo de EPS influenciam a
razdo e extensdo do ataque dos microrganismos ao substrato. Todas estas caracteristicas
levam em consideragdo a forte influéncia da sua constituicdo bioquimica que interage com a
superficie. Por exemplo, homopolissacarideos e heteropolissacarideos sdo moléculas que
conferem estabilidade mecanica, adesdo, coesao e resisténcia ao biofilme no substrato (Duan,
2008).

Outra caracteristica relevante ¢ a presenga do flagelo, que confere as bactérias a
capacidade de atacar mais rapidamente o substrato mesmo com o fluxo de corrente em alta
velocidade. Merecem destaque também a presenca de cilios e pseuddpodes, que contribuem
significativamente para a fixagdo e movimentagdo ao longo da superficie, além do canal de
transferéncia genética denominado de “pilin” que permite a variabilidade genética e adesao

entre as células (Yu Liu, 2002).
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2.1.3.5 — Caracteristicas genéticas (regulacéo genética)

A composi¢do genética dos microrganismos ¢ considerada como fator chave de
influéncia no processo de formag¢dao do biofilme, pois determina diferentes tipos de
caracteristicas e comportamentos. Caracteristicas como a capacidade de ataque ao substrato,
adesdo das células, formacao, desenvolvimento, heterogeneidades na composi¢ao, maturacao,
resisténcia a biocidas e ao ataque de predadores, sdo todas favorecidas pelo resultado da
grande variabilidade genética (O’toole, 2000).

A presenga em bactérias dos denominados genes silenciosos repercute na aquisi¢ao
de uma resisténcia, manifestada tanto fisiologicamente como morfologicamente. Outro fator
que também € responsavel por conferir resisténcia a esses microrganismos ¢ a transferéncia
horizontal de genes entre bactérias, pois gera uma nova recombinacdo genética. Como
resultado da aquisi¢do da resisténcia, os microrganismos nos biofilmes conseguem aumentar a
constitui¢do do EPS, e a sua produgdo de metabodlicos secundarios, que interfere no aumento
da taxa de corrosdao (Chapman, 1998).

A expressdo de genes pode também mudar como resultado do modo de vida dos
microrganismos: planctonico ou séssil (Garrett,2008). A producao de genes que favorece a
producdo de apéndices de superficie que ajudam na locomog¢do como flagelo e fimbrinas, ¢
inibida em espécies sésseis, pois ndo ha necessidade de existir tais estruturas. Por outro lado,
genes que conferem producdo de proteinas de superficie e produtos de excre¢do aumentam
significativamente a sua expressao em organismos sésseis, devido aumentar a producao da
matriz polimérica extracelular que confere maior adesdo entre as células e a superficie.

A habilidade da bactéria e de outros tipos de microrganismos de comunicar e
coordenar seu comportamento através de sinais moleculares, denominada de ‘“quorum
sensing”, também afeta inteiramente o desenvolvimento do biofilme. Os sinais moleculares
provocam varios tipos de “reacdes” de acordo com o estado e ambiente em que o biofilme
esteja. Quando sumetido a acdo de biocidas ou stress ambiental, por exemplo, a sinalizagao
molecular repercute em uma maior expresao de genes que confere maior produgdo de EPS, ja
que esse proteje da penetragao do biocida ou da desidratagdo provocada pelo ambiente (Beech

e Gaylard, 1999).
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2.1.3.6 — Concentracdo eletrolitica e forgas fisico-quimicas

Fatores como concentragdo eletrolitica, forcas idnicas e demais caracteristicas do
meio, sdo fortes influentes para o desenvolvimento do biofilme.

Um conjunto de forgas fisico-quimicas do meio e forca bioldgicas fazem
contribui¢des significativas para a formacao do biofilme. No processo inicial de adesdo estdo
envolvidas forcas hidrodindmicas, gravitacional, difusional, termodindmicas e at¢é mesmo
forcas resultantes da mobilidade celular. No processo de interagdo com a superficie, os
microrganismos precisam vencer algumas forcas fisicas ambientais, como: for¢as de Van der
Walls, hidrofobicidade, for¢as hidrodinamicas e de atragdo oposta. Por fim, mais outros tipos
de forgas influenciam: forcas quimicas, como ligacdo de hidrogénio, dipolo, tripolo e
interparticulas (Yu Liu, 2002). Todas estas forgas sdo vencidas ou interagidas quando ocorre a
formacao do biofilme.

Em relacdo a influéncia de nutrientes no meio, alguns autores defendem que a
concentragdo eletrolitica de nutrientes afeta mais intensamente a adesdo entre as células que o
proprio condicionamento do filme na formagdo do biofilme, e que concentragdes de carbono
organico total (CCT) aumenta o fornecimento de substrato ou origem carbdnica e,
consequentemente, agem também interferindo no seu desenvolvimento (Little & Lee, 2007).

Virias evidéncias mostram que quando hé baixa concentragdo de nutrientes o
biofilme forma diferentes aglomerados ou espagos de células em que a agua pode passar. Ja
quando ha alta concentragdo de nutrientes, o biofilme se desenvolve mais compacto e firme.
A concentracdo de nutriente limitada acaba resultando em um aumento significativo da morte
celular (lise celular) e na produgcdo de enzimas proteoliticas. Outros nutrientes como o

nitrogénio e fosforo limitam o crescimento do biofilme em alguns sistemas aquaticos.
2.1.3.7 — Presenca de material particulado
A presenca de material particulado como graos de areia ou caulino afetam o

desenvolvimento do biofilme em dois aspectos apostos: pode favorecer seu desenvolvimento

ou atuar com um verdadeiro “agente biocida”, desprendendo e destruindo a sua constitui¢ao.
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A interferéncia no biofilme vai depender da natureza do tipo de material particulado,
bem como o tipo de microrganismo envolvido. Graos de areia atuam como agentes erosivos
no desprendimento do biofilme, interferindo na sua estabilidade. Contudo, graos de caulino
provocam um efeito benéfico ao biofilme. Eles podem agir como reservatérios de nutrientes
ou modificar a estrutura do biofilme de modo a permitir mais distribuicdo de nutrientes

(Pereira, 2001).

2.1.3.8- Presenca de agentes antimicrobianos

Os agentes antimicrobianos ou biocidas interferem significativamente no
desenvolvimento do biofilme, pois possuem atividade contra a estrutura e o metabolismo
celular dos microrganismos. Suas caracteristicas, suas classificagdes, mecanismos de acdo e

suas interferéncias ao ambiente, serao vistos posteriromente.

2.1.4 — Importancia dos biofilmes

A forma de desenvolvimento dos microrganismos como biofilme ¢ ampla e
extremamente espetacular. Esse modo de desenvolvimento representa uma forma de
adaptacao as condigdes ambientais, onde a comunidade microbiana se beneficia entre si e por
isso pode ser encontrada nos mais diferentes ambientes. Devido apresentar ampla distribuicao,
os biofilmes acabam que apresentando propriedades extremamente prejudiciais ao homem
como também, por outro lado, benéficas e/ou neutras.

As propriedades benéficas sdo conhecidas a tempo pelo homem. A produgdo de
vinagre, por exemplo, provavelmente ¢ a mais antiga atividade desenvolvida por biofilme ja
relatada (Pereira, 2001). Essa producdo ocorre a partir de bactérias que produzem acido
acético ao se agregarem em fragmentos de madeira e converterem diversos substratos em
vinagre.

Na era contemporanea, o uso de biofilme em biotecnologia tem se expandido muito,
principalmente como agentes bioremediadores na descontaminag¢do de solos e ambientes

aquaticos. Segundo Macédo (2000), biofilmes microbianos submersos podem ser usados no

Marcelino Gevilbergue Viana, Agosto/2009. 20



Capitulo 2: Aspectos Tedricos Fundamentais

processo de tratamento de dgua potavel na remocao de nitrogénio, carbono biodegradavel e
percussores de trihalometanos — substancias muito toxicas para seres humanos.

Viérios outros tipos de poluentes quimicos podem ser eliminados pela utilizagdo da
bioremediagdo por biofilmes. Substancias quimicas como 2-clorofenol, 4-clorofenol, 2.4-
diclorofenol, pireno, fenantreno, n-alcanos, tolueno e alguns herbicidas foram bem
remediados do ambiente pela utilizacdo de diferentes métodos e microrganismos, chegando a
aproximadamente cerca de 100% de degradacdo (Kargi, 2005). Metais pesados como Zinco
(Zn), Cadmio (Cd) e Niquel (Ni) foram também remediados utilizando biorreatores com
microrganismos anaerobicos (Chang et al., 2003).

O uso de biofilme no processo de remediagao ambiental justifica-se principalmente
por estes apresentarem uma alta taxa de biomassa e habilidade para imobilizar compostos
poluentes por trés mecanismos: bioadsor¢ao, que ¢ a sequestracdo passiva por interagdes com
a matéria bioldgica; bioacumulacdo, processo de alta acumulagdo dos compostos quimicos
pelos microrganismos, e através da biomineralizacdo, definida como a formagdo de
precipitados insoliveis pela interacdo com os produtos metabdlicos dos microrganismos
(Singh et al., 20006).

Duas outras interessantes e curiosas propriedades benéficas dos biofilmes sio
atualmente estudadas: a sua utilizagdo na interacdo benéfica com plantas e a inibicdo da
corrosdo a partir do uso dos proprios biofilmes (Ramey et al. 2004; Mansfeld, 2007). A
interacdo de biofilme com plantas pode ocorrer tanto naturalmente quanto induzida nas mais
diferentes partes da planta: folha, raiz, caule, sementes ou esporos. O ponto positivo nessa
interacao consiste no mutualismo entre a planta e os microrganismos presentes no biofilme,
onde ocorre a troca de nutrientes entre outros beneficios.

Em relacio a inibicdo da corrosdo através do uso de biofilme, pesquisas
desenvolvidas por instituicdes de ensino superior que tem avaliado o controle da corrosao
usando biofilmes regenerados em diferentes tipos de materiais, tanto em laboratério como em
campo. Esse mecanismo de inibi¢do da corrosdo s6 ocorre na presenca apenas de biofilme
como forma de vida adotada pelos microrganismos e que essa taxa de inibi¢do aumenta com o
passar de semanas. Contudo, ainda ha dividas em relacdo a inibigdo da corrosdo pelo uso de
biofilme.

Apesar de apresentarem utilizagdo benéfica, os biofilmes sdo mais amplamente

conhecidos pela sua a¢cdo negativa em varios setores das industrias, como também por causar
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sérios problemas de ordem médica, como a carie por exemplo. Neste contexto negativo surge
a definigdo pelas industrias de “sujamento biologico” ou “biofouling”.

O biofouling pode ser definido como uma acumulagdo indesejavel de deposito de
natureza bioldgica sobre a superficie. Este depésito pode ter micro (microfouling) ou
macrorganismos (macrofouling) e é um processo resultante da acumulagdo de biofilmes. A
natureza do biofouling varia ndo apenas em relagdo ao tipo de microrganismo envolvido, mas
também devido as caracteristicas das substancias abidticas. Com isso, sdo quatro os tipos de
fouling que pode ocorrer: fouling biologico, fouling quimico, fouling de corrosao e fouling de
particulas. A presenca de biofouling pode ocorrer tanto em fluxos turbulentos como em aguas
paradas, sobre diversos tipos de superficies, metalicas ou ndo, lisas ou em fissuras (Crevices)
(Videla, 2003).

O biofouling gera sérios problemas. Na industria de alimentos causa grandes
prejuizos de ordem econdmica e sanitaria. A primeira evidéncia na literatura de contaminacao
de alimentos por biofilmes foi feita por Zoltai et al. (1981), onde descreveu o contato dos
microrganismos com a superficie inerte dos alimentos. Atualmente, sabe-se que a
contaminagdo de alimentos por biofilmes pode veicular microrganismos patogénicos e
provocar contaminagdo cronica, o que afeta diretamente a saude dos seres humanos. Neste
tipo de contaminagdo podem estar envolvidos fungos e bactérias.

Na industria de papel os biofilmes sdo responsdveis por danificar a qualidade do
papel, produzir fortes odores indesejaveis e por provocarem a corrosdo de alguns tipos de
materiais. J& em relacdo a inddstria aerondutica, portudria e naval, o principal transtorno
econdmico ¢ a biocorrosdao. De acordo com Videla (2003), nos tanques integrais de avides a
jato a biocorrosdo afeta a aviagdo comercial e militar desde o uso do combustivel tipo JP (jet
propulsion), que sdo biodegradados por fungos e bactérias presentes nos tanques de
armazenamento de combustiveis. As induastrias naval e portuaria sdo vulnerdveis a
biocorrosdao marinha, sendo afetados os cascos de embarcagdes, motores maritimos e tanques.

Nos tltimos anos vem crescendo a preocupagdo com casos de infeccdes patogénicas
geradas por biofilmes na area médica. Biofilmes bacterianos, por exemplo, provocam em
humanos varios tipos de infecgdes, como: osteomielites, pneumonias, fibrose cistica e
problemas com a valvula endocérdica e a propria carie dental. Os biofilmes também podem se
desenvolver dentro de catéteres urinarios e permitir a hidrélise da uréia em amonia livre, o

que gera a formacao de incrustagdes por compostos quimicos resultantes deste processo e que
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acabam bloqueando o limen do catéter e trazendo consequéncias graves para o paciente
(Donlan, 2002).

As infecgdes geradas por biofilmes também ocorrem em animais. Doengas como
pneumonia, abscessos, enterites e diversos tipos de infec¢des tém sido relatados por ser
desencadeadas por biofilme, gerando sérios problemas em diferentes tipos de animais. As
infec¢des podem ser causadas por microrganismos presente no ambiente, como Pseudomonas
aeruginosa, ou pelos microrganismos que fazem parte da propria micro flora do animal
(Clutterbuck et al., 2007).

Na industria petrolifera a biocorrosdo gerada por biofilmes é o foco dos danos
econdmicos, representando cerca de 20% do total dos casos de corrosdo. Estes 20%
representam aproximadamente 60 bilhdes de ddlares por ano, ou 0,84% do PIB. Estes custos
podem estar relacionados a parada das instalagdes para substitui¢do de estruturas corroidas ou
para limpeza, manutengao e substitui¢do dos elementos filtrantes ou de medi¢ao, remogao de
depositos biologicos em sistema de armazenamento, tubulagdes, entre outros (Videla, 2003).

As atividades da industria de petréleo mais frequentemente afetadas por acdo
corrosiva de microrganismos associados a depdsitos bioldgicos sdo: a extragdo do petroleo,
processamento, distribui¢do e armazenamento. Além da industria de petréleo a industria de

gas também sofre fortes danos devido a biocorrosao.

2.2 - Corrosdo Microbiologica

Para compreendermos a complexidade do processo de corrosdo microbiologica ¢é
necessario inicialmente entendermos, de um modo geral, o que € corrosdo, suas diferentes
formas e quais sdo as alteracdes provocadas em diversos materiais usados nos diferentes

setores industriais, principalmente na industria petrolifera.

2.2.1- Corrosao

2.2.1.1 — Definicado

O conceito de corrosdo ¢ bastante difundido e abrangente na literatura, pois acaba

englobando vérias defini¢des de acordo com seus tipos especificos e a natureza do material
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presente. Pode ser definido, em termos gerais, como o ataque produzido sobre um metal por
um meio agressivo com consequente deterioragio do substrato. E um processo eletroquimico
natural causado por um fluxo de eletréns de um metal para outro ou para qualquer outro metal
com deficiéncia de elétrons. Como consequéncia, os metais passam de seu estado elementar
para uma forma combinada, ou seja, tendem a retornar a forma de 6xido, com excec¢do dos
metais nobres (Videla, 2003). A partir da passagem para este estado elementar suas
qualidades essenciais, como resisténcia mecanica, elasticidade e ductibilidade sdo perdidas,
sendo o produto da corrosdo formado extremamente pobre em termos destas propriedades.

Contudo, para que ocorra a corrosdo ¢ necessario um meio liquido condutor do fluxo
de ions (o eletrélito), como por exemplo, a 4gua do mar ou diversos tipos de dguas industriais.
O envolvimento da dgua no processo de corrosdo da-se por ser um dos fluidos mais comuns
de transferéncia térmica e que a presenca de gases dissolvidos (como oxigénio, dioxido de
carbono, amdnia, cloro), ions dissolvidos (cloretos, magnésio, sulfato, bicarbonato) e sélidos
suspensos tornam a agua mais agressiva que a agua pura (Souza, 2007).

A reacdo de corrosdo transcorre sobre o metal em duas regides: anodica e catddica.
As reagdes anodicas e catodicas devem acontecer a velocidades equivalentes, sendo a
dissolugdo do metal ocorrendo sobre o 4nodo e o aciimulo sobre o catodo, que deve ser
evitado por meio do consumo. Este consumo pode ocorrer por uma destas duas reacoes:
reducdo de oxigénio em pH neutro e solucdo aerada (Equacdo 1) ou reducdo de protons em

meio &cido e desaerado (Equagao 2).
O, +2H,O0+4e — » 40H (1)
H"+e — » H (2)

Outras reagdes alternativas de consumo de elétrons podem ocorrer, como o consumo
através do metabolismo das bactérias redutoras de sulfato (BRS), que contribuem com outros
reagentes catodicos, como o hidrogénio sulfetado ou bissulfetos, como veremos no
eletroquimica da biocorrosao.

Alguns fatores contribuem para o desenvolvimento da corrosdo. Os principais fatores

caracteristicos sd30: 0 meio e a natureza do material utilizado (Gentil, 1996). O meio pode ser
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a atmosfera, aguas naturais, solos, produtos quimicos e, em menor escala, substancias
fundidas e solventes organicos. Dando destaque a influéncia da corrosdo em aguas naturais, os
materiais metalicos em contato com a agua tendem a sofrer corrosdo em decorréncia de
agregados metalicos, que se formam pela acdo de ions metalicos sob a influéncia de
moléculas de agua, bem como pela presenca de alguns contaminantes, como gases ¢ sais
dissolvidos, matéria organica de origem vegetal e animal, e também microrganismos como

bactérias.

2.2.1.2 — Corrosao localizada

A corrosdao pode ser classificada em formas bastante variadas. De acordo com
Videla (2003) a corrosdo pode ser dividida em dois grandes grupos: corrosdo uniforme e
corrosdo localizada. A corrosdo uniforme ndo possui muita relevancia tendo em vista o
controle da sua velocidade. Por outro lado, a corrosido localizada constitui um fator
preocupante.

A corrosdo localizada ¢ formada quando os sitios sobre o metal, onde ocorrem as
reagdes anddica e catodica, se separam permanentemente, o que acaba gerando uma maior
dissolu¢do do metal. Pode ser induzida sobre a superficie metéalica por depdsitos bidticos ou
abioticos que originam uma célula de aeragdo diferencial ou de concentragdao de oxigénio. Em
uma célula desse tipo, a 4rea sob o deposito (4rea menos oxigenada) atuard como anodo,
enquanto a area descoberta atuara como catodo. Esse tipo de corrosdo pode ser subdividida
em alguns subtipos, tais como: corrosdo por pites, frestas, crevice, craking, entre outros.

A corrosdo localizada por pites merece especial ateng¢do por ser bastante comum nos
setores industriais e por ser a forma mais frequente de corrosdo em que os microrganismos
estdo envolvidos. Associado a este subtipo de corrosdo localizada ¢ indispensavel enfocar
alguns termos para entendermos as alteragdes provocadas pela acdo microbiana, que sera vista
posteriormente neste capitulo.

O potencial de pites (E,) ¢ um dos termos referente a um valor-limite de potencial
anddico abaixo do qual o metal permanece passivo, porém acima deste comeg¢a um aumento
marcante de corrente, que indica o inicio ¢ a progressdo dos pites. Este potencial pode ser 1til

para testar o comportamento de um metal ou liga metélica diante da biocorrosao. Outro termo
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significativo para avaliar a interferéncia dos microrganismos € caracterizar a corrosao
localizada por pites ¢ o potencial de repassivacao (E;), que representa o potencial abaixo do

qual ndo se formam novos pites sobre a superficie metalica.

2.2.2 — Corroséo Induzida Microbiologicamente

2.2.2.1 — Definicédo e Historico

Os microrganismos sdo indiscutivelmente formas extraordinarias de vida. Suas
caracteristicas peculiares, como o rdpido crescimento e a capacidade de resistir as mais
diversas condi¢des ambientais, os tornam organismos altamente adaptaveis. Entretanto, estas
caracteristicas atribuem um carater negativo e preocupante para os mais diversos setores
industriais, pois sdo critérios que favorecem a corrosao microbioldgica.

A corrosdo microbiologica ou biocorrosao ¢ definida de uma maneira geral como um
processo eletroquimico de dissolu¢do metalica facilitado, iniciado e/ou acelerado por
microrganismos e pelos produtos da sua atividade metabdlica (Miranda et al., 2006; Da Silva
e Pontes Filho, 2008). Romero et al. (2005) acaba resumindo a corrosdo microbioldgica como
um sistema formado pela interagcdo de trés componentes: metal, solu¢do e microrganismos, e
que esse processo sO pode ser iniciado pela presenga de uma fonte de energia, de carbono, um
elétron doador e um receptor, e a presenca da agua. Dessa forma, os microrganismos acabam
agindo sobre a extensdo e a resisténcia do material, seja pela sua interagdo direta na forma de
biofilme e/ou como resultado da acdo dos seus produtos metabodlicos.

A participacdo dos microrganismos em diferentes tipos de corrosdo de diferentes
materiais ja& ndo ¢ um fato recente. Entretanto, o avanco considerdvel na pesquisa em
biocorrosao deu-se apenas nos ultimos 30 anos. Os trabalhos desenvolvidos para evidenciar e
explicar a corrosdo microbioldgica se fundamentaram concretamente sé a partir de meados da
década de 1960. Contudo, houve uma excecdo em especial feita por um trabalho pioneiro de
von Wolzogen Kuhr e van der Flugt em 1934, que foi considerado o primeiro trabalho a

interpretar a corrosdo microbiologica eletroquimicamente.
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No inicio dos anos 60 as pesquisas nessa area voltavam-se mais para estudos sobre
o envolvimento de bactérias na corrosdo de ferro e outras estruturas (Starkey, 1958). Durante
o fim dos anos 60 e inicio da década de 70 as pesquisas em biocorrosdo passaram a objetivar
o envolvimento das bactérias redutoras de sulfato (BRS) no processo de corrosdo anaerdbica
para justificar a sua participagdo na teoria da polarizagdo catddica. Neste mesmo periodo,
alguns trabalhos foram publicados introduzindo o uso de técnicas eletroquimicas, como o
experimentos de polarizagdo, potencial de corrosdo versus tempo, além de equipamentos para
observagao do efeito das BRS sobre a corrosdao do ferro. Através dos resultados obtidos a
partir dessas pesquisas foi possivel confirmar a atividade catddica das BRS (Videla e Herrera,
2005).

A partir da década de 80 as pesquisas em biocorrosdo avancaram consideravelmente,
principalmente pelo interesse crescente dos diversos setores industriais e pela unificagdo do
conhecimento intelectual das mais diferentes areas de pesquisas, como a microbiologia aliada
a eletroquimica e a ciéncia de materiais, entre outras. Nesta mesma época, grande encontros
ocorreram com objetivo de entender as complexas interagdes entre a interfase bioldgica, a
superficie do material e o meio.

A Dbiocorrosdo passou a ser definida cientificamente como Microbiologically
Influenced Corrosion (MIC), em portugués Corrosdo Influenciada (ou induzida)
Microbiologicamente (CIM). No fim dos anos 90 e inicio do novo século passou-se a aplicar
novas técnicas ao estudo da biocorrosdo. Surgiram tecnologias mais sofisticadas, como o uso
a microscopia de forca atomica (AFM), a microscopia eletronica de varredura (MEV),
técnicas de andlise de dispersdao por Raios-X (ADRX) e difragdo de Raios-X (DRX). A
analise de microprobe em estudos e investigagdes, o uso de microsensores de analise quimica
em biofilme e as avangadas técnicas da biologia molecular, também contribuiram para as
pesquisas em biocorrosdao (Videla & Herrera, 2005). Desde entdo, os estudos nesta area

avancaram consideravelmente.

2.2.2.2 — Tipos de microrganismos

Viarios sdo os microrganismos envolvidos na biocorrosdo. Esse envolvimento ¢

correlacionado a formacgdo do biofilme que permite a interagdo entre os diversos tipos de
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microrganismos, como bactérias aerobicas e anaerdbicas, além de fungos, alguns tipos de
algas e protozodrios.

A formagdo e o desenvolvimento do biofilme ¢ o ponto critico para iniciar, manter
e/ou acelerar o mecanismo de corrosdo. Este fato pode ser justificado principalmente pela
produgdo do EPS, que atua modificando as caracteristicas eletroquimicas da superficie do
metal, e pela acdo intensa do maior grupo de microrganismos presente: as bactérias redutoras
de sulfato (BRS) (Beech, 2004; Antony et al., 2008).

Em conjunto ou ndo com as bactérias redutoras de sulfato (BRS), outros tipos de
microrganismos em biofilme podem provocar a biocorrosio, principalmente na forma de pite.
Os principais grupos classificados de acordo com o seu metabolismo que estdo presentes tanto
em ambientes marinhos como terrestres sdo: bactérias redutoras de ferro, bactérias CO,
redutoras, bactérias oxidantes de sulfato, de ferro e manganés; e bactérias produtoras de

acidos organicos e de exopolimeros (Beech e Gaylard, 1999; Beech, 2004).

2.2.2.2.1 — Bactérias aerdbicas

As bactérias com metabolismo aerdbico sdo consideradas as primeiras a formarem o
biofilme propriamente dito, como visto anteriormente no seu processo de formagao. Podem
ser aerdbicas totais ou apenas tolerantes ao oxigénio, € sdo as responsaveis pelo
fornecimentos de condi¢des ideais para bactérias anaerobicas, por consumir todo o oxigénio
ao longo do tempo. As espécies mais conhecidas por provocarem corrosao sao: Pseudomonas
aeruginosa, P. fluorencens, Serratia, entre outras. Podem ser Gram positivas como também
Gram negativas (Pereira, 2001).

As bactérias aerdbicas acabam gerando a corrosdo por produzir grande quantidade de
material extracelular (EPS), acidos organicos, e outras substancias, que acabam interagindo
com o metal. Contudo, ha poucas informagdes a respeito do mecanismo especifico de
COIT0Sao0.

Incluidos nesse grupo estdo subgrupos com metabolismos especificos, como:

bactérias oxidantes de enxofre, precipitadoras de ferro, entre outros.
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2.2.2.2.2 — Bactérias precipitadoras de Ferro

As bactérias precipitadoras de ferro sdo pertencentes a um grupo amplo e
diversificado que possuem como metabolismo basal a oxidagdo do ferro a férrico,
constituindo-se assim um conjunto de microrganismos potencialmente capazes de provocar
e/ou acelerar a corrosao.

Sdo caracteristicamente dificeis de serem isoladas e cultivadas em laboratorio, sendo
amplamente encontradas em agua de rios, lagos e de producdo de petréleo. Possuem na sua
grande maioria uma bainha locomotora e sua presenga pode ser detectada pela grande
acumulacdo de precipitado férrico como produto da corrosdo. Essa acumulacdo pode causar
entupimentos na industria de petrdleo, além dessas bactérias possibilitarem a reducdo da
permeabilidade do solo (Videla, 2003).

Dentre as espécies mais conhecidas envolvidas com a biocorrosao podemos citar os
géneros: Gallionella, Siderophacus, Sphaerotilus, Leptothrix, Crenothrix e Clonothrix. Todos
os géneros possuem espécies com caracteristicas morfoldgicas e metabodlicas diferenciadas.
Por exemplo, a espécie Gallionella ferruginea tem metabolismo autotrofico, necessita de
baixas concentracdes de oxigénio e ¢ dificil de se isolar em laboratério, em oposi¢cdo a
Sphaerotilus natans, facil de ser isolada em laboratorio e que necessita de boa quantidade de
oxigeénio.

O mecanismo de corrosdo desencadeado pelas bactérias precipitadoras de ferro
apresentado por Videla (2003) resume-se na produgdo de ferro férrico pela seguinte Equagao

3:

Fe* = Fe®*" +e- 3)

O ferro produzido (Fe’") acaba se acumulando e formando tubérculos de hidroxido de ferro, o

que pode gerar uma formagao de célula de aeracao diferencial.
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2.2.2.2.3 - Bactérias Anaerdébicas

Existem varios tipos de microrganismos com metabolismo anaerdbico que estdo
presentes em biofilme, contudo ndo sdo os primeiros a favorecerem a corrosdao. Como
anteriormente citado, as bactérias aerdbicas sdo essenciais para posterior colonizagdo das
bactérias anaerdbicas no biofilme, ja que € necessario todo o consumo do oxigénio presente
por parte das bactérias aerobicas.

As bactérias anaerdbicas abrangem varios tipos de espécies, sendo as bactérias
redutoras de sulfato as mais conhecidas por provocar a corrosdo. Os outros tipos de bactérias
anaerdbicas, apesar da pouca discussao na literatura a respeito, sao conhecidas por influenciar
0o processo de corrosdo e também produzir 4acidos organicos como produto do seu
metabolismo. Esses acidos agem diretamente na despolarizagdo do metal e/ou servem de

subprodutos para o metabolismos de outros microrganismos como as BRS.

2.2.2.2.4 - Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS)

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) constituem um grupo considerado
taxonomicamente variado de bactérias, relacionadas por aspectos fisiologicos e ecoldgicos.
Foram reconhecidas como produtoras de Sulfeto de Hidrogénio (H»S) e como principais
responsaveis do processo de biocorrosao.

As BRS possuem uma consideravel distribui¢ao no ambiente. Podem ser encontradas
em sedimentos marinhos, limnicos, solos, 4guas anoxicas, no contetido intestinal de animais e
em biofilmes. No mar, podem ser encontradas a mais de 70 metros de profundidade. Sao
heterotréficas, anaerdbicas estritas, crescem em uma faixa 6tima de temperatura entre 25 e
44°C e pH entre 5,5 e 9,0, além de sobreviverem em ambientes com incidéncia de altas
pressdes atmosféricas e também altas temperaturas. Algumas espécies, como
Desulfotomaculum, podem viver em temperaturas superiores a 55°C, sendo frequentemente
encontradas em aguas de inje¢do na industria extrativa de petrdleo (Jack, 2002).

Apresentam-se morfologicamente como bacilos curvos, as vezes espiralados, com
0,5 a 1,0 um de diametro e 3,0 a 5,0 um de comprimento, além de possuir um flagelo polar

para movimentacdo (Castro, 2000). As BRS sdo divididas em dois grupos fisioldgicos
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distintos: espécies que oxidam substratos organicos incompletamente a acetato e espécies que
oxidam completamente substratos organicos, incluindo acetato, a didoxido de carbono (CO,).
No ciclo do enxofre as BRS sdo capazes de reduzir o ion sulfato por duas vias
metabolicas diferentes: o sulfato € utilizado como fonte de enxofre, sendo reduzido a sulfetos
organicos por reducdo assimiladora de sulfatos; e na respiragdo anaerobica o sulfato atua
como receptor terminal de elétrons, que produz hidrogénio sulfetado, segundo a redugdo

desassimiladora de sulfatos (Figura 2.5).
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Figura 2.5: Ciclo biologico do enxofre evidenciando os processos de oxidagdo e reducgdo.

Adaptado de Tang et al., 2009.

Algumas caracteristicas peculiares sdo usadas para classificar as bactérias redutoras
de sulfato diante da sua grande variedade. Postgate (1984) divide as BRS em dois géneros
conhecidos: Desulfovibrio e Dessulfotomaculum. O primeiro € caracterizado por ser mais facil
de isolar e cultivar, todas as espécies desse género sdo mesodfilas e podem existir espécies
halofitas, mas nenhuma espécie forma esporos. Ja o género Dessulfotomaculum ¢
caracterizado por produzir esporos, serem mesoéfilos e termofilos.

Ja para Castro et al. (2000) as caracteristicas mais usadas para classificagdo sdo: a
forma de movimentagdo, a motilidade, a relagdo das bases hidrogenadas Guanina (G) e

Citosina (C) na cadeia de DNA, a presenca de desulfovirium e citocromo, temperatura 6tima e
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a completa versus incompleta oxidacdo do acetato. Dentro da andlise genética,
especificamente através da anélise de RNA ribossomal (r-RNA), as BRS sdo classificadas em
quatro diferentes grupos: BRS mesofilas Gram-negativa, BRS Gram-positiva produtoras de
esporos, bactérias BRS termoéfilas e BRS arqueal termofilas. Todos estes grupos sdo
caracterizados por utilizar o sulfato como aceptor final de elétrons durante o processo de
respiracdo anaerobica.

As bactérias redutoras de sulfato estdo envolvidas em cerca de 95% dos casos de
biocorrosao (Mehanna et al.,2008). O envolvimento das BRS no processo de biocorrosao ¢é
explicado principalmente pela Teoria da Despolarizagdo Catddica (TDC). Essa teoria foi
formulada por von Wolzgen Kuhr e Van der Vlugt em 1934, sendo considerada como a
primeira interpretagdo eletroquimica de um caso de biocorrosdo mencionado na literatura.

Segundo a TDC, o processo de biocorrosao ¢ acelerado catodicamente pelo consumo
enzimatico do hidrogénio mediante a capacidade hidrogenasica das BRS. Essa despolarizagao
catodica se viabiliza pela remog¢do do hidrogénio adsorvido na superficie metélica, que
polariza ou detém o processo desfavorecendo a recombinagdo de atomos de hidrogénio na
zona catddica. O hidrogénio catdédico formado na superficie do metal produzido na corrosao
ou pela protegdo catodica acaba promovendo o crescimento dos microrganismos,

principalmente das BRS que utilizam o hidrogénio no seu metabolismo (Figura 2.6).
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Figura 2.6: Diagrama esquemadtico de uma superficie catddica em um processo de corrosao
anaerobica, no qual o H™ é reduzido para H sobre a superficie do metal. Adaptado de Jack,

2002.
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Os elétrons ganhos neste processo promovem a redugdo do ion sulfato a ion sulfeto,
o qual ¢ agressivo ao metal. Outros produtos além do sulfeto podem ser produzidos, como
bissulfetos, hidrogénio sulfetado, e produtos metabolicos intermediarios, como tiossulfatos e
politionatos. Todos acabam possuindo relevancia no processo de corrosdo anaerébica do ferro
e do ago, pois estes produtos acabam tornando o pH mais &cido, entre outras reagoes.

O papel das BRS estaria limitado a remog¢ao dos 4tomos de hidrogénio adsorvidos
sobre o sulfeto ferroso, enquanto este atuaria como verdadeiro agente despolarizador da
produgdode hidrogénio, sugerindo que o efeito despolarizador se deve ao hidrogénio sulfetado
e ndo a acdo da enzima hidrogenase, como descreve a teoria da despolarizacdo catddica.
Alguns trabalhos enfocam esta evidéncia e mostram que as BRS sdo metabolicamente
favoraveis a reduzir ndo apenas o sulfato, mas também podem utilizar outras substancias
como aceptor terminal de elétrons. Entre as principais substancias que pode ser utilizadas
destaca-se o tiossulfato (Penna et al, 2003; Miranda et al., 2006).

De acordo com Sheng et al. (2007) a presenga de bactérias aerdbicas pode ser
necessaria por desempenharem duas importantes fungdes que propicia o ambiente ideal para a
atuacdo das BRS. A primeira fun¢do estaria no consumo de todo o oxigénio por acdo das
bactérias aerdbicas que proporciona o ambiente anaerobico, permitindo o desenvolvimento
das BRS. A outra fun¢do ¢ atuar como produtoras dos acidos organicos (APB) que servem
como fonte de nutrientes para as BRS e aceleram o processo de corrosdo por favorecer a
produgdo de HCI ou outros metais como o FeCls, que favorecem a diminui¢do do potencial de
repassivacdo do metal. A baixa do potencial de repassivacio do metal aumenta a
susceptibilidade do material a corrosdo por pite.

A grande preocupacdo dos danos causados por BRS na industria de petrdleo ndo se
resume apenas a producdo de sulfeto, como se acreditava na época da descoberta da
participagdo das BRS no processo de corrosdo, mas devem-se também a algumas habilidades
desempenhadas por estes microrganismos. Estas habilidades sdo: a oxidagdo do hidrogénio, a
utilizacdo do ferro (Fe') no seu metabolismo, a capacidade de utilizar hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos, a possibilidade de conectar a reducdo do sulfato a producdo
intracelular de magnetita, a tolerancia de competir com outros tipos de bactérias com

metabolismos diferentes e a produgédo de acido sulfidrico (Miranda et al., 2006).
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Dando destaque a interferéncia do acido sulfidrico, seu principal problema estd
associado ao aumento excessivo na sua producdo em reservatorios de petroleo, denominada
de souring, que acaba gerando graves problemas. Os principais problemas ocasionados
seriam: aumento na deposicdo de sulfeto de ferro, plugueamento de pocos injetores e
produtores levando a reducdo da produtividade dos pocos, reducdo da qualidade dos
hidrocarbonetos produzidos, problemas de satde, seguranca e meio ambiente; e
principalmente aumento de corrosdes de tubulacdes e facilidades de produgdo devido ao
aumento da corrosividade dos fluidos produzidos (Penna et al., 2003).

A taxa de corrosdo provocada por acdo das BRS acaba sendo bem representativa
quando se analisa e compara a taxa de corrosdao anual. Estima-se que essa taxa chega a 0.2
mm/ano no geral e alcanga 0.7 mm/ano em relacdo a corrosao provocada especificamente por
pites, isso representa mais de 75% da corrosdo produzida na industria de petréleo (Miranda et
al. 2006). Contudo, esses valores podem variar de acordo com a natureza do material

envolvido e também depende da concentragdo de sulfeto de ferro (FeS).

2.2.2.2.5 - Fungos

Os fungos sdo microrganismos eucariontes com metabolismos heteretroficos, que
crescem preferencialmente a 30° C, tolerando ambientes com baixa umidade, menor taxa de
nitrogénio ¢ pHs mais acidos, condigdes opostas para o crescimento bacteriano (Magot,
2000). Apesar de apresentar caracteristicas totalmente diferenciada das bactérias e estarem
habitualmente em ambientes opostos, os fungos podem estar em associacdo com bactérias e
algas em biofilme, desempenhando papel importante sobre a corrosao.

Uma das espécies mais comumente encontrada provocando corrosao isolado ou em
associa¢do com bactérias ¢ o fungo Harmoconis resinae, que esta presente em combustiveis
de aviacdo, como o JP. A temperatura 6tima de crescimento desse fungo fica em 30° C e
provoca corrosdo por produzir 4cidos organicos que baixam o pH (Videla, 2003).

Outros géneros de fungos sdo frequentemente encontrados associados com a
corrosdo, entre os mais encontrados os géneros Aspergillus, Fusarium ¢ Trichosporon se

destacam.
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2.2.2.3. — Eletroquimica da Biocorrosao

Os microrganismos modificam a interfase metal/solug¢do para induzir, acelerar e/ou
inibir o processo anddico ou catédico que controla a reagdo de corrosdo. Neste caso, com a
formagdo do biofilme ha a formacdo de uma célula de aeracdo diferencial, que separa as
regides anddicas e catddica, e provoca a corrosdo, sendo mantida pelo consumo do oxigénio

pelos microrganismos.
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Figura 2.7: Eletroquimica da biocorrosdo: a) célula de aeracdo diferencial formada pelo
acaimulo de microrganismos em biofilme e b) micrografia de um pite provocado por

microrganismos. Adapatdo de Castro (2000).

Na Figura 2.7 observa-se a origem de uma regido anaerdbica sob a coldnia, devido ao
consumo de oxigénio pela respiragdo microbiana, e outra regido, mais oxigenada na parte
externa da col6nia em contato com o meio liquido aerado. A tunica diferenca da reagdo
catddica em relagdo ao caso inorgdnico € que os microrganismos induzem e mantém o
gradiente de concentracdo de oxigénio por um processo bioldgico, que ¢ a respiragdao. Esse
gradiente de concentra¢do de oxigénio acelera ativamente a reacdo de corrosdo por via
catodica enquanto a respiracdo estiver ativa. Neste tipo de célula de aeragdo diferencial ha
como consequéncia a produgao do pite.

Os microrganismos na forma de biofilme sobre a superficie metélica sdo capazes de

induzir importantes mudancas no tipo e na concentracdo de ions, pH, niveis de oxigénio,
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velocidade de fluxo de liquidos e a capacidade tampao do meio nas proximidades do metal.
Uma interpretagdo bioeletroquimica foi feita por Javaherdashti (2006) para interpretar a acao
do conjunto de diferentes tipos de microrganismos presentes em biofilme provocando a

corrosdo por pite, como mostra a Figura 2.8.

Agua

Sitio catddico

pite

Sitio anodico

Figura 2.8: Diagrama esquematico do possivel processo que pode ocorrer durante a formacao
do pite pela atividade biologica dos microrganismos, onde BOF sdo bactérias oxidantes de
ferro; BRS: bactérias redutoras de sulfato; BOS: bactérias oxidantes de sulfato ¢ BREF:

bactérias redutoras de ferro. Adaptado de Javaherdashti (2006).

Este esquema mostra como as bactérias podem agir para induzir anodicos e
catodicos sitios dentro do pite. As bactérias atuariam iniciando a corrosdo localizada dentro da
superficie do tubérculo, progredindo como resultado da concentragdo de produtos resultante
dos seus diferentes metabolismos e pelo declinio do valor de pH gerado na base do pite. O
unico ponto em falta de tal esquema seria a pouca possibilidade desses tipos de bactérias

estarem todas juntas no mesmo local.

Marcelino Gevilbergue Viana, Agosto/2009. 36



Capitulo 2: Aspectos Teoricos Fundamentais

De maneira geral, os microrganismos podem intereferir de dois modos
eletroquimicamente diferentes, sdo os chamados efeitos anddicos e efeitos catddicos de agao
bidtica. Videla (2003) cita esses diferentes efeitos que podem transcorrer de forma simultdnea
ou consecutiva, de forma sinérgica ou se contrapondo, sendo dificil de ocorrerem isolados.

Sdo eles:

e Efeitos anddicos:
- Producdo de metabolitos corrosivos, como a producdo de acidos organicos
produzidos por fungos como o Hormoconis resinae;
- produgdo de metabolitos que incrementam a corrosividade de outros ions presentes
no meio, como os sulfetos produzidos por BRS que potencializam a indugao de pites devido a
cloretos presentes na dgua do mar;
- consumo de inibidores de corrosdo pelo metabolismo microbiano, como o consumo

fingico de nitratos para fonte de nitrogénio.

e Efeitos catodicos:

- producdo de reagentes catodicos, como hidrogénio sulfetado pela redugdo de sulfatos
pelas BRS, ou protons, resultantes da produgdo de matabolitos acidos;

- inducdo da formagdo de células de aeragao diferencial pelo consumo de oxigénio na
respiracdo das bactérias aerdbicas, por exemplo;

- despolarizagdo da reagdo catddica pelo efeito da hidrogenase das BRS pela Teoria da

Despolarizagao Catodica (TDC).

2.2.2.4 — Deteccao e monitoramento da biocorrosao

A deteccdo e monitoramento da biocorrosdo sdo formas de prevencao e de controle
desse tipo de corrosdo. O aumento dos prejuizos causados nos diversos setores industriais,
principalmente na industria de petrdleo, acabou proporcionando maiores investimentos na

forma de como monitorar e entender a agdo dos microrganismos envolvidos neste processo.
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A deteccdo e o monitoramento focava-se, inicialmente, na populacdo de células
planctonicas presentes na agua industrial e pelo gerenciamento da corrosdo generalizada pelo
uso de cupons ou por algum tipo de amostra com resiténcia ou com polarizagdo resistente.
Contudo, apesar de atualmente ser necessaria a sua realizagdo, dois motivos acabaram
gerando bastante questionamento sobre o uso dessas técnicas. Um dos pontos referia-se que a
populagdo planctonica nao reflete o tipo € o nimero de microrganismos vivendo em biofilmes
e causando problemas de biodeteriorizacdo. O outro ponto enfatizava as diferentes formas de
acdo dos agentes antimicrobianos em microrganismos vivendo na forma planctonica e em
forma de biofilmes, que acabam sendo mais resistentes pela agdo do EPS (Videla e Herrera,
2005).

Com isso, o monitoramento passou a ser ndo apenas voltado as técnicas de
amostragem e acompanhamento dos microrganismos, mas também a ser aliado na
compreensdo de como eles agem diretamente in Situ sobre o material através de metodologias
microbioldgicas e eletroquimicas de observagdo em tempo real (Surman et al., 1996).

Virias técnicas foram desenvolvidas e sdo muito usadas atualmente para a analise da
biocorrosdo. Elas constituem a analise microbioldgica, que inclui: métodos de amostragem de
microrganismos séseis ¢ planctdnicos, métodos microscopicos de deteccdo, que inclui varios
equipamentos principalmente o uso da microscopia eletronica de varredura (MEV), e o uso de
técnicas da biologia molecular, como DGGE e PCR. Todas essas técnicas serdo brevemente

descritas a seguir, ja que sdo de fundamental importancia para o entendimento deste trabalho.

2.2.2.4.1 — Métodos de amostragem de microrganismos

Os métodos de amostagem refletem a quantidade de microrganismos presentes ¢ a
forma de como estes possam estar interagindo no ambiente. Guiamet et al (1999) classifica
em dois métodos: amostragem de microrganismos planctonicos e amostragem de
microrganismos sésseis. Contudo, a amostragem de organismos planctonicos atualmente
passou a ser menos utilizada principalmente por apresentar algumas desvantagens, como o
fato de ndo representar o nimero de microrganismos presentes na forma de biofilme e por
estes tipos de microrganismos ndo serem o0s principais responsaveis do processo de

biocorrosao.
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Por outro lado, a amostragem de microrganismos sésseis surge como foco central de
pesquisas por apresentar varias vantagens, que seriam: os microrganismos em biofilme
representam mais propriamente a populacdo microbiana do sistema em termos de niimeros ou
biomassa, as espécies de microrganismos sdo diferentes das formas de vida planctonica e
podem apresentar diferentes atividades metabdlicas, e por fim a suceptibilidade a a¢do dos
biocidas ¢ menor devido a presenca da matriz polimérica extracelular ou EPS (Videla, 2001).

Para a realizacdo desse tipo de amostragem alguns tipos de monitoramento podem
ser feitos em lugares distintos, desde que se possam obter amostras de boa qualidade e
significativas. Essas amostras podem ser obtidas a partir do local real (in situ), como
diretamente do sistema industrial, ou simulando as condig¢des reais feitas em labotatorio (ex-
situ).

O método in situ, feito rotineiramente em torres de refrigeragdo, passou a ser mais
facilitado em termos técnicos e difundido com o surgimento de dispositivos mais modernos
para o estudo da biocorosdo, como sondas eletoquimicas. J& o método ex-situ pode ser
utilizado para estudar os possiveis efeitos da modificacdo de diferentes varidveis de operacao,
desenho, ambientais ou tratamento com biocidas, sendo vidvel o acompanhamento da
biocorrosdo de uma forma mais préxima. Contudo, a eficacia do método de amostragem ¢
obtido aliando-se os dois métodos, ou seja, as amostras obtidas a partir da indistria podem ser
posteriormente analisadas em laboratério vendo o lado microbioldgico e as caracteristicas
eletroquimicas, como atualmente ¢ feita (Xu et al., 2008).

Um dos métodos de amostragem ex-Situ mais atualmente usados é loop, um sistema
dindamico que reproduz o fluxo de 4gua em tubulacdo por auxilio de uma bomba, com vazao
de agua constante e que permite a colocacdo e a consequente retirada de cupons para a
formac¢ao e andlise de biofilme. Esse sistema dindmico tem o proposito de simular bem as
condi¢des de campo, sendo utilizado para avaliagdo de biocidas, acompanhamento do
desenvolvimento de biofilmes e avaliar os processos corrosivos bidticos e abiodticos (Penna et
al., 2002). O loop pode ter tamanhos variados e geralmente ¢ feito de PVC e de acordo com o
proposito do pesquisador.

Diversas estratégias de monitoramento de biocorrosdo em aguas de injecdo na
industria petrolifera sdo realizadas utilizando sistemas dinamicos baseadas em analises
quimicas, microbiologicas e eletroquimicas que seguem mais ou menos certo roteiro, iniciado

pela contagem de bactérias sésseis, seguida de observagdo de biofilme por MEV, andlise
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quimica de produtos de corrosdao e biofilmes, observagdo do ataque corrosivo por MEV e

finalizado por medic¢des eletroquimicas de corrosao.

2.2.2.4.2 — Métodos microscopicos de deteccao

Aliado ao método de amostragem ex-situ faz-se necessario o acompanhamento mais
aprimorado e minusioso das amostras a partir dos métodos microscopicos de detec¢ao. Esses
métodos estdo cada vez mais aprimorados e diversificados com o propdsito de analisar da
melhor forma a estrutura e interacao nos biofilmes.

Dentre os diversos métodos microscopicos utilizados no estudo da biocorrosdo, os
mais relevantes e mais ultimamente utilizados sdo: a espectrofotometria de absor¢do atomica
(EAA), microscopia de forga atdmica (MFA), espectofotometria de massa (EM), difra¢ao de
Raios-X (DRX), microscopia de epifluorescéncia (ME) e a microscopia eletronica de
varredura (MEV) (Beech et al., 2005), que sera detalhada a seguir por ser propodsito neste

estudo.

2.2.2.4.2.1 — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) € uma técnica que se fundamenta no
uso de um feixe estreito de elétrons de alta energia sob um ponto da amostra para gerar
imagens. E utilizada para observagdo de amostras espessas que oferece um alto poder de
resolugdo e uma grande profundidade do foco, garantindo a obten¢do de imagens com
aparéncia tridimensional (Segantini e Dantas, 1996).

Nos ultimos anos essa técnica tem adquirido consideravel atengdo no estudo de
biocorrosdo sendo um dos métodos mais comumente usado para examinar biofilmes
originados a partir da 4gua do mar devido possuir boa qualidade do foco de visualizagdo e por
produzir imagens nitidas dos microrganismos sobre o substrato mesmo sendo opaco. Esse
método tem sido especificamente usado para observar o EPS, a morfologia da bactéria e da
colonia aderida sobre a superficie do material, a morfologia da superficie do material ¢ a
relacionamento entre eles (Beech, 2004).

A partir do uso da microscopia eletronica de varredura pode-se fazer o

acompanhamento da estrutura fisica do biofilme e da propria estrutura do material antes e
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ap6s o contato com algum tipo de biocida avaliado, sendo possivel analisar o grau das
alteragdes ou estado da corrosdo e a efetividade do produto. Contudo, apesar de imensamente
importante e cheio de vantagens, anteriormente citadas, o uso da microscopia eletronica de
varredura ainda apresenta algumas desvantagens que acabam influenciando o seu uso no
estudo da biocorrosdo. Uma das mais fortes seria a grande mao de obra e cuidados requeridos
na producao das amostras, pois sao necessarios varios tipos de reagentes, na maioria de custo
elevado, para se obter uma boa qualidade das micrografias. Outro ponto desfavoravel ¢ o alto

custo do equipamento e a exigéncia de mao de obra especializada.

2.2.2.4.3 — Monitoramento através de técnicas da biologia molecular

Apesar de imensamente utilizadas as técnicas de cultivo de microrganismos acabam
apresentando alguns pontos considerados desfavoraveis do ponto de vista pratico do estudo da
biocorrosdo. A obtencao de resultados s6 apos um longo periodo (aproximadamente 30 dias) e
a capacidade de cultivar apenas 10% dos microrganismos presentes em um sistema natural
através de seus métodos convencionais (Borgne et al., 2007) torna necessario o uso de novas
técnicas que a complementem.

O monitoramento da biocorrosdo a partir de métodos da biologia molecular vem
crescendo consideravelmente nos tltimos anos por envolver andlise rapida e direta de toda a
populacdo microbiana a partir do seu material genético, sem ser necessario o cultivo dos
microrganismos. Borgne et al. (2007) elenca algumas vantagens do uso da biologia molecular
no monitoramento da corrosao microbiologica em relagdo ao uso das técnicas convencionais
de cultivo. Sdo elas: a identificagdo de bactérias dominantes presentes em ambientes
industriais sem o uso de técnicas de cultivo, determinagdo da propor¢do de contribuicdo de
uma bactéria especifica na corrosdo dentro de toda a populagdo bacteriana, identificagdo das
bactérias vulneraveis e resistentes a biocidas e evidencia a mudanca na populagdo bacteriana
devido o uso de biocidas ou mudanga na composi¢ao do fluido.

Dentre as técnicas da biologia molecular mais comumentes usadas, o uso da extragao
de DNA acompanhada por reagdo em cadeia de polimerase (PCR - Polymerase Chain
Reaction) e a Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE) destacam-se no

estudo da biocorrosao (Green, 2005).
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A técnica de PCR ¢ uma das etapas usadas para a identificacdo de biofilmes
microbianos em seu ambiente natural e consiste na amplificacdo de parte do DNA através de
ciclos de desnaturagdo, alinhamento e polimerizagao (Figura 2.9).

Para que ocorra a amplificagio de DNA a técnica de PCR utiliza-se de enzima
polimerase juntamente com nucleotideos e alguns ions importante, como magnésio, em uma
mesma solugdo. A enzima polimerase tem fun¢do de unir os nucleotideos para formar uma
nova molécula de DNA a partir de um molde e ions como o magnésio atuam como co-fatores
enzimaticos. A formagdo do DNA ¢ favorecida pela alteragdo de temperatura dentro do ciclo
que permite a distengdo do DNA inicial com elevadas temperaturas e consequente ligacao da
enzima polimerase, € a sua jun¢do a partir de baixas temperaturas, formando novas moléculas
de DNA.

Apo6s a amplificacdo, as moléculas de DNA produtos sdo separadas e analisadas
usando sequéncias de DNA em eletroforese, que as separa pela diferenga de cargas
eletroquimicas. As vantagens apresentadas da PCR sdo a pouca quantidade de material
genético requerido, obtencdo de 6timos resultados de forma répida, a grande quantidade de
DNA amplificado em pouco tempo e a possibilidade de acoplamento direto com outras
técnicas mais modernas, como a espectrofotometria de massa ¢ DGGE (Denkhaus et al.,

2006).

b3 = 5
DNA 5.mmmm3
DESNATURACAO | | 95°C
5

I -
I
ALINHAMENTO Pz -80°C
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3 3

POLIMERIZACAO
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Figura 2.9: Esquema de PCR mostrando os ciclos de desnaturagdo do DNA, alinhamento e
polimerizagdo a partir de primers (P2) em diferentes estados de temperatura, resultando na
produgdo de novas moléculas de DNA (A). Adaptado de
www.flmnh.ufl.edu/cowries/PCR.gif. Marco de 2009.
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A eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) ¢ um dos métodos da
Biologia molecular mais poderoso que pode rapidamente identificar a real caracteriza¢do da
diversidade, composi¢ao, estrutura e ecologia de uma comunidade microbiana em biofilme.

As andlises em DGGE fundamentam-se na separacdo da dupla fita de fragmentos de
DNA de igual tamanho, mas com sequéncias diferentes, através do uso de gradiente de DNA
desnaturante. Seu mecanismo baseia-se na diferenca de estabilidade entre o pareamento das
bases nitrogenadas Guanina e Citosina (GC), que apresentam trés ligacdes de hidrogénio, em
oposi¢ao a Adenina e Timina (AT), que possui apenas duas ligagcdes de hidrogénio. Em geral,
fragmentos de DNA ricos em guanina e citosina sdo mais estabilizados e permanecem mais
tempo no gel até atingir altas concentra¢des de desnaturagao. Com isso, ha uma separagao
pelo tamanho da dupla fita de DNA que se desnatura e permite a recombinagdo com outros
primers ja selecionados para a separacdo, possibilitando assim a identificacdo dos
microrganismos em questdo (Green, 2005).

A aplicagdao destes métodos moleculares no estudo da corrosdao microbiologica vem
sendo utilizado cada vez com mais para a identificagdo e caracterizagdo da populacdo
microbiana em diferentes ambientes, como: solo, aguas do mar e de producdo industrial, de
sedimentos, lodo granular anaerdbico, entre outros; e acabam sendo sempre empregados para
a identificac¢do espacial e temporal da distribuicdo microbiana devido a imensa viabilidade e
praticidade (Teng et al., 2008).

Virios trabalhos mostram a importancia do uso de DGGE e PCR na identificagdo e
caracterizagdo de microrganismos, principalmente quando utilizadas para a avaliagdo da
comunidade microbiana presente na agua de producdo industrial e apds o uso de biocidas
(George et al., 2008). A populagao microbiana, segundo Borgne et al. (2007), pode alterar-se
ou ndo apos a utilizagdo de biocidas, sendo que pode surgir o aparecimento de novas espécies
e que os métodos convencionais de cultivo podem dar um falso resultado sobre a avaliagao
microbiologica em aguas industriais, por isso torna-se necessario as técnicas moleculares para

complementa-las.
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2.2.2.5—- Métodos de controle da biocorrosao

A Dbiocorrosao atinge diferentes setores industriais, principalmente a 4rea
petroquimica e petrolifera, em seus diversos sistemas, como: circuitos de resfriamento,
tanques de armazenamento, tubulag¢des de usos diversos, membrana de osmose reversa, linhas
de injecdo de agua, entre outros. Para controlar a biocorrosdo ¢ preciso a elaboragdo de um
programa efetivo de limpeza e sanitizacdo, o que em outras palavras seria a denominada
“regra de ouro” para a prevencao e controle da biocorrosdo. Entretanto, elementos como a ma
elaboracdo de estratégias de limpeza, monitoramento ineficiente dos sistemas e falta de
profissionais especializados na area de corrosdo microbiologica, proporcionam o aumento de
prejuizos decorrentes da corrosao.

De acordo com a literatura os métodos mais usados para prevencdo e controle da
biocorrosdo sdo os métodos fisicos e quimicos (Kumar & Anand, 1998; Videla, 2003). Os
métodos fisicos incluem a limpeza mecanica, ¢ os métodos quimicos enquadram-se 0s
biocidas. A utilizagdo desses métodos tem o propdsito de diminuir ou erradicar a exposi¢ao do
metal a agdo da biocorrosdo, seja através da eliminacdo direta dos microrganismos ou reducao
do efeito dos seus metabolitos sobre o material.

A limpeza mecanica compreende qualquer método capaz de promover a remog¢ao
fisica do material depositado na superficie e inclui o uso de escovagdo, esferas de limpeza,
jatos d’agua, entre outros. Por outro lado a limpeza quimica resume-se no uso de substancias
quimicas diversas, sendo utilizada apds a limpeza mecanica. Segundo Videla (2003) a
limpeza quimica ¢ mais eficiente em ambientes fechados e zonas de ataque localizado.
Contudo, dentre os métodos de controle efetivamente mais usados habitualmente as

substancias quimicas denominadas de biocidas se destacam.

2.2.2.5.1 — Biocidas

Substancias quimicas organicas ou inorganicas voltadas para a eliminagdo ou
reducdo de microrganismos em sistemas industriais sdo denominadas de biocidas. Estes

podem ser formados por uma Unica substancia ou por combinagao de mais de uma.
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Na industria de petroleo essas substancias sao amplamente utilizadas na protecao
interna de oleodutos, gasodutos, na area de refino, na injecdo de dgua, nas recuperagdes
secundarias, nos fluidos de perfuracdo e na producdo propriamente dita de petrdleo para
controle de microrganismos planctonicos e principalmente para geradores de biofilmes,
possuindo de forma geral atividade bactericida, fungicida e algicida (Mainier e Silva, 2004).
Contudo, alguns biocidas podem nado possuir atividade para determinados tipos de

microrganismos dentro de um mesmo grupo, mas podem ter para outros.

2.2.2.5.1.1- Classificacao

Os biocidas podem ser classificados, de modo geral, segundo a sua forma de agao
em: metabolicos, surfactantes, nao-oxidantes e oxidantes (Souza, 2007). Os biocidas
metabolicos atuam dentro da célula interferindo no metabolismo dos microrganismos. Os
mais comuns sdo os carbamatos, isotiazolonase e sulfonas. Os surfactantes, diferentemente
dos metabdlicos, atuam fora da célula microbiana a partir da ruptura da membrana celular por
apresentar carater hidrofobico e afinidade com a natureza lipidica da membrana, sendo os
mais comuns 0s compostos de aminas quaterndrias.

Ja os biocidas nao-oxidantes apresentam certa vantagem em relagdo aos demais por
possuir acdo especifica para determinados tipos de microrganismos, agindo diretamente sob
as bactérias redutoras de sulfato (BRS) e ferrobactérias. Os glutaraldeidos sao tipos de biocida
ndo-oxidantes mais comumente usado pela industria. Por outro lado, os biocidas oxidantes
agem em qualquer matéria oxidavel, como células bioldgicas e biomassa, com o cloro e
bromo sendo os mais usados nessa categoria. Estas substincias agem através de reagdes
quimicas com a membrana celular, protoplasma e com as enzimas.

Videla (2002) classifica os biocidas mais especificamente em oxidantes e ndo-
oxidantes. Os biocidas oxidantes apresentam algumas desvantagens: podem interagir com
outros componentes quimicos do sistema e possuem potencial para provocar corrosdo, sendo
os ndo-oxidantes mais eficientes. Contudo, seria ideal a combina¢do dos dois tipos para a

aplicagao em campo devido a potencializacao das agdes.
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2.2.2.5.1.2 — Mecanismos de a¢ao dos biocidas

A plena efetividade da acdo dos biocidas ¢ diretamente relacionada com a sua
composi¢ao quimica, concentragdo, tempo de exposi¢do e, principalmente, pela forma que
essas substancias agem sobre os mais variados tipos de microrganismos: fungos, virus,
bactérias; além de algas e protozodrios. A forma de a¢do baseia-se na interacdo inicial do
biocida com a parte “alvo” do microrganismo a partir da afinidade com suas propriedades
quimicas, resultando em processos que comprometem ou destroem a célula bacteriana.

A forma de agdo dos biocidas baseia-se na interagdo com outros componentes
celulares para produzir mudancas na hidrofobicidade e destruicdo da membrana celular,
causando dissipacdo da forga proton motora que envolve a a¢ao de transporte, fosforalizacao
oxidativa e sintese de ATP na bactéria, sendo a atividade enzimatica também afetada. Outros
pontos de agdo sdo a inibi¢ao da atividade metabdlica da célula microbiana interferindo
diretamente na sintese de acidos nucléicos e na acumulagdo de radicais livres (Myers, 2008).

Videla (2003) dividem a acdo dos biocidas sobre os microrganismos em trés grupos
distintos: biocida com atividade sobre a membrana, agentes eletroquimicamente ativos e
ingredientes ativos que formam competidores. O primeiro grupo age da mesma forma como
citado anteriormente por Myers (2008), contudo os agentes eletroquimicamente ativos reagem
com os componentes nucledfilos presente nas estrutura microbiana tornando eletrofilico o
grupo carbonila. O ultimo mecanismo baseia-se na formacao de compostos que competem
com cations necessarios ao metabolismo celular.

A Tabela 2.1 caracteriza a parte “alvo” e o modo de ag¢do de cada biocida

especificamente.
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Tabela 2.1: Alguns tipos de biocidas e seus respectivos mecanismos de agdo sobre os

diferentes “alvos” na célula microbiana. Adaptado de Myers, 2008.

Biocida Mecanismo “Alvo” do biocida na célula
Glutaraldeido “Cross-linking” Parede cellular
Fendlicos, clorohexedina, compostos quatenarios de Aumento da Outra membrane
amonia permeabilidade (Gram negativa)
Compostos quatenarios de amdnia, clorohexedina, Aumento da
alcoois, acidos orgénicos permeabilidade

acidos organicos, fenolicos, compostos quatenarios

de amoénia

Mudanga do potencial

da membrana

Oxido de etileno, clorohexedina.

Sintese de ATP

Clorohexedina, compostos quatenarios de amonia,

fenolicos.

Inibicdo da atividade

enzimatica

Membrana citoplasmatica

Clorohexedina, glutaraldeido,

Coagulagao geral

compostos quatendrios de amonia Constituintes

Formoldeido, glutaraldeido, acidos organicos Age na sintese de acidos Citoplasmaticos
nucléicos

Peroxido de hidrogénio, Ribossomo

compostos organicos derivados do mercurio.

Oxido de etileno, glutaraldeido, Grupos tiol Interagdo com

perdoxido de hidrogénio, iodinos.

Glutaraldeido, 6xido de etileno.

Grupos Amino

Glutaraldeido, 6xido de etileno, sais metalicos.

Grupo sulfidrila

grupos especificos

Peréxido de hidrogénio

Acumulagio de

radicais livres

Indugdo por

atividade autocatalitica

2.2.2.5.1.3 — Fatores que interferem na acédo do biocida

Alguns fatores interferem diretamente na efetividade plena do biocida, sendo os mais

citados na literatura elencados abaixo de acordo com Videla (2003) e Myers (2008):

- caracteristicas da superficie do metal (presenca de poros ou irregularidades);

- tempo de contato no sistema industrial;

- concentracao utilizada;
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- presenga de impurezas, de outras substancias quimicas e de matéria organica que podem
interagir com o biocida e neutralizar a sua acao;

- capacidade do microrganismo de inativar o biocida;

- pH e temperatura;

- tipo, estado e composicao fisica do microrganismo, pois formas de endosporos sao mais

resistentes a acdo do agente quimico.

2.2.3- Produtos naturais: possiveis métodos de controle

2.2.3.1- O género Lippia

O género Lippia (Verbenaceae) possui aproximadamente 250 espécies, incluindo
espécies de ervas, arbustos e arvores de pequeno porte, distribuindo-se na América do Sul e
Central, além de territorios da Africa tropical. A distribui¢do desse género no Brasil ocorre
principalmente na reigido Nordeste nos estados de Pernambuco, Paraiba, Ceard, Bahia e parte
do Rio Grande do Norte, além de ocorrer em Goias e na Cadeia do Espinhago em Minas
Gerais (Terblanché e Kornelius, 1996; Pimenta et al., 2007).

A denominagdo Lippia surgiu a partir do pesquisador August Lippi, um botanico
italiano que descobriu este género. As plantas pertencentes a esse grupo siao caracterizadas
pela presenca de compostos quimicos conhecidos por possuirem atividade antimicrobiana
bastante efetiva (Lambert et al., 2001; Kunle, 2003). Além da presenga da atividade
antimicrobiana, as plantas desse género também sdo usadas tradicionalmente na medicina
alternativa para problemas gastrointestinais, respiratdrios, cutdneos e algumas espécies
possuem atividade antimalarial, sedativa, antiflamatoria, cicatrizante e citostatica ja
comprovadas, sendo utilizadas diferentes partes sob forma de infusdo ou decoc¢do com uso
oral (Pascual et al., 2001).

A atividade antimicrobiana do género Lippia ¢é bastante discutida ¢ avaliada na
literatura. Varios géneros de bactérias, incluindo Gram-positivas e negativas, e fungos foram
submetidos a avaliagdo, com completa ou parcial inibicdo. Espécies de bactérias comumente
conhecidas como Bacillus cereus e Salmonela sp. foram totalmente inibidas pela agdo das

plantas Lippia origanoides e Lippia gracilis (Cavalcanti, 2006; Albuquerque et al., 2006).
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Bactérias responsaveis por infec¢des respiratorias como Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae e Streptococcus pyogenes também foram inibidas por agdo de
Lippia dulcis. Do mesmo modo, outras espécies do género Lippia agiram sobre o crescimento
de microrganismos como E. coli ¢ Mycobacterium smegmatis. Contudo, a literatura revela
atividade variando de baixa a média do dleo essencial desse género contra Pseudomonas
aeruginosa (Lemos et al., 1990; Pascual et al., 2001).

Géneros de fungos presentes naturalmente no ambiente, patogénicos e contaminantes
de cultura de tecidos como Aspergilus, Fusarium, Penicillium, também foram avaliados e
totalmente inibidos pela a¢do de plantas do género Lippia (Oliveira et al., 2008; Albuquerque
et al., 2005). Da mesma forma a a¢ao antiviral ja foi confirmada para algumas espécies
(Pascual et al., 2001).

O taxon genérico também inclui algumas espécies que possuem atividade aromatica
caracteristica e na culinaria o uso dessas plantas ja passou a ser bastante comum com
diferentes propositos (Pascual et al., 2001). O uso de espécies para reflorestamento de areas
degradadas pela extragdo de minério também ¢ relatada (Guevara et al., 2005). Contudo,

apesar de inimeras utilidades o género Lippia ainda é muito pouco pesquisado.

2.2.3.1.1 — A espécie Lippia gracilis Schauer

Lippia gracilis Schauer ¢ um subarbusto pouco ramificado conhecido popularmente
como “alecrim de chapada”, “alecrim de tabuleiro” ou simplesmente ‘“alecrim”, sendo
encontrado na regido semi-arida do Nordeste brasileiro, principalmente no estado de
Pernambuco e pequena parte do Rio Grande do Norte (Matos, 1999; Marreto et al., 2008).

E uma espécie que cresce em terrenos bem drenados, alcangando de 1,2 a 2 m de
altura, com flores amarelo-esbranquigadas, frutos com sementes que raramente germinam e
folhas pequenas ¢ aromaticas ricas em o6leos essenciais (Cavalcanti, 2006; Oliveira et al.,
2008).

O oleo essencial de Lippia gracilis ¢ rico em substancias quimicas como o timol,
carvacrol, p-cimeno e Yy-terpineno, que conferem sua potente caracteristica antimicrobiana. O
Oleo essencial também ¢ usado externamente no tratamento de doengas de pele, inflamacdes,

ulceras e até como agente larvicida no controle de espécies como o Aedes aegypti e
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Callosobruchus maculatus (Pereira et al., 2007; Marreto et al., 2008). As atividades
moluscida ¢ antioxidante também sdo relatadas na literatura (Lima et al., 2008).

Na lista de espécies elaboradas pela Central de Medicamentos (CEME) para o
Programa de Pesquisa em Plantas Medicinais (PPPM) do Ministério da Satide encontra-se

Lippia gracilis Schauer, sendo citada como uma das mais importantes (Pimenta et al., 2007).

2.2.3.1.2 — O 6leo essencial de Lippia gracilis Schauer

Os Oleos essenciais assim como cumarinas, flavanoides, taninos, entre outras
substancias, sao produtos com atividade bioldgica denominados de metabolitos secundarios.
Estas substancias sdo resultantes do metabolismo dos vegetais que os produzem sem
necessariamente possuir quaisquer atividade vital para para seu metabolismo, mas que de
alguma forma os ajuda a sobreviver. Podem ser sintetizados por todas as partes da planta e
naturalmente sao produzidos como estratégias de defesa contra a acdo de virus, bactérias,
fungos e insetos, além de estimular a atracdo de agentes polinizadores, como insetos e
passaros, ou servir como repelentes para agentes herbivoros (Cavalcanti, 2006; Bakkali et al.,
2008).

De forma geral os 6leos essenciais sdo caracterizados por serem volateis naturais,
formados em plantas aromaticas por complexas moléculas que os confere forte odor. O odor
nas espécies desse género ¢ caracterizado por ser extremamente agradavel, dando destaque
para o oleo essencial de Lippia gracilis. Sdo substancias geralmente liquidas, liposoluveis e
soliveis em compostos organicos apolares, apresentando baixa densidade em relacao a agua.
Sdo também conhecidos por suas propriedades antiséptica, antiviral, bactericida, fungicida e
pelo seu uso na medicina popular para ag¢do antimicrobiana, sedativa, antiinflamtoria e
anestésica (Bakkali et al., 2008).

Existem varias formas de extracdo para 6leos essenciais, como a destilacdo em
solventes liposoluveis e favorecidas por CO,, além da prensagem. Contudo, ¢ o processo de
hidrodestilacdo o mais comum. Especificamente para o 6leo de L. gracilis Schauer a extragdo
¢ feita comumente por destilagao imida em aparelho Clevenger adaptado a um baldo de vidro.
O processo de destilacao imida baseia-se no aquecimento que permite a evaporagdo da agua

juntamente com o d6leo que sdo posteriromente separados pela diferenca de densidade.
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Da mesma forma que o processo de extragdo, a época e o horario de coleta da planta,
bem como o tipo de solo, clima, idade e estado de ciclo do vegetal sdo fatores que interferem
na qualidade, quantidade e composi¢do dos constituintes do 6leo essencial. A quantificacdo
dos compostos quimicos geralmente ¢ feita por cromatografia gasosa acoplada ao
espectofotometro de massa (CG-EM) (Angioni et al., 2006).

A composi¢do quimica dos oleos essenciais € caracterizada pela presenca de dois a
trés constituintes em maior concentragdo que determinam as suas propriedades, sendo o
restante da composi¢do bem variada. Varios trabalhos revelam que o 6leo essencial de L.
gracilis Schauer ¢ composto principalmente por constituintes quimicos como o timol e
cravacol, além de p-cimeno e y-terpineno, anteriormente citados (Albuquerque et al., 2006;
Marreto et al., 2008). Estes compostos sdo quimicamente classificados como terpenos e sdo
conhecidos por conferirem a ag@o antimicrobiana (Reddy et al., 1998; Albuquerque et al.,
2006). De acordo com Santos (2003) a maioria dos terpenos tem como precursor o isopreno
(2-metil-1,3-butadieno) e os compostos formados sdo classificados de acordo com o niimero
de moléculas de isopreno presentes. O terpenos mais comuns em Oleos essenciais sdo 0s
monoterpenos e 0s sesquiterpenos.

O terpeno timol ¢ classificado na nomeclatura quimica como 5-metil-2-(1-etil) fenol
(C1oH140) e é usado para tratamentos de infeccdes na boca, garganta e pele. E também
encontrado em grandes concentragdes em espécies do género Thymus, como na espécie
Thymus vulgaris, conhecida popularmente como tomilho (Tebaldi, 2008). Ja o carvacrol
(C4H140), quimicamente classificado como 2-metil-5-(1metil-etil) fenol, é isomero de posi¢ao
do timol, possuindo aroma forte e irritante com propriedades antimicrobiana e
antiinflamatodria (Cavalcanti, 2006). A Figura 2.10 ilustra esses terpenos evidenciando que a

unica diferenga entre as moléculas ¢ a posi¢ao do grupo hidroxila.
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OH

OH

Carvacrol Timol

Figura 2.10: Moléculas dos terpenos carvacrol e timol.

Virios trabalhos evidenciam e comprovam a atividade antimicrobiana do oleo
essencial de L. gracilis Schauer. Alguns tipos de fungos como Geotrichum candidum,
Trichoderma viride, Fusicoccum sp., Aspergillus flavus, A. niger, Penicillium sp e espécies de
bactérias tais como Bacillus pumilus, B. cereus e Enterobacter hormaechei foram
completamente inibidas pela a a¢do do dleo essencial de L. gracilis Schauer em pequenas
concentragdes (Albuquerque et al., 2006; Oliveira et al., 2008). Em outro trabalho a espécie
Mycobacterium tuberculosis, conhecida por causar a tuberculose, também mostrou-se sensivel
a agdo do 6leo de L. gracilis comparado ao uso de drogas sintéticas (Cavalcanti, 2006).

As pesquisas revelam o potencial promissor do 6leo essencial de L. gracilis Schauer
diante da sua forte a¢do antimicrobiana, sempre deixando em foco a importancia de mais

pesquisas e novas formas de se empregar o seu potencial nos mais diversos setores.

2.2.3.2 - O género Jatropha

O género Jatropha compreende a tribo Joannesieae e pertence a familia
Euphorbiaceae, possuindo aproximadamente 170 espécies ja conhecidas que se distribuem
na Africa, Asia, América Latina e principalmente em regides de clima 4rido e semi-arido. O
nome do género deriva do latim jatrds que significa “doutor” e trophé “comida”, implicando
as suas propriedades medicinais (Heller, 1996).

As plantas desse géneros possuem crescimento articulado com morfologia

descontinua, podendo chegar de 8 a 10 metros de altura em condigdes favoraveis. Seu caule
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contém grande quantidade de latex e o florescimento ocorre normalmente nas estagdes de
verdo e outono, permanecendo durante o ano todo quando as plantas estdo submetidas
permanentemente a regides umidas. As sementes de coloracdo preta amadurecem em torno de
trés a quatro meses depois do florescimento, sendo conhecidas pela produ¢do de grande
quantidade de o6leo presente em seu albumen, em torno de 60,8% (Silva, 2008; Kumar e

Sharma, 2008).

2.2.3.2.1 — A espécie Jatropha curcas L.

Jatropha curcas ¢ um arbusto ou pequena arvore leguminosa pertencente a familia
das Euphorbiaceae, a mesma da mamoma, que se distribui na América do Sul e Central,
Africa, India e sudoeste da Asia. No Brasil é conhecida popularmente como “pinhdo manso” e
encontrada praticamente em toda regido Nordeste, sendo bem adaptada ao clima tropical
(Openshaw, 2000).

E uma planta caracterizada pela sua grande resisténcia e adptabilidade a climas
aridos e semi-aridos, sobrevivendo sem exigéncias de grande quantidade de dgua e em solos
pobres em nutrientes, podendo crescer de 5 a 7 metros e sobreviver at¢ meio século. Suas
folhas sdo macias, com quatro a seis lombos, atingindo de dez a 15 cm de diametro, que
podem reduzir a superficie para evitar a perda de dgua em regides com altas temperaturas.
Possuem inflorescéncia terminal com flores unisexuais. Seus frutos sdo verdes quando jovens
e amarelados quando maduro. Suas sementes sdo de cor pretas com cerca de 3 a 6 cm de

comprimento, ricas em 6leos e substancias toxicas (Figura 2.11) (Achten et al., 2008).
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Figura 2.11: Imagens da planta inteira, da folha e das sementes de Pinhdo manso (Jatropha

curcas). Fonte: www.pinhaomanso.com.br.

A espécie J. curcas ja ¢ conhecida na medicina popular pelas suas variadas
propriedades terapéuticas, podendo ser utilizadas todas as suas partes para diferentes
propositos. Propriedades biocida com agdo sobre parasitas, insetos, moluscos e contra fungos
sdo atrbuidas ao composto toxico denominado de éster de forbol presente principalmente na
sua semente. Este composto ¢ denominado de 12-dioxi-10-hidroxiforbol, um diterpeno
poliinsaturado (Solsoloy e Solsoloy, 1997; Santos et al., 2008).

Outras atividades como acao antiviral e tumoral foram atribuidas ao extrato de seus
galhos e o extrato de todas as suas partes demonstrou possuir atividade cicatrizante. Atividade
abortiva também foi demonstrada pela a¢do de varios extratos de J. curcas produzidos por
diferentes solventes e o latex presente nessa planta mostrou-se eficiente na a¢do contra o virus
do mosaico do meldo (Kumar e Sharma, 2008). Sao varias as biomoléculas ativas presentes
nesse vegetal. Nas folhas predomina a presenca de flavonoides, glicosideos, esterdides e
alguns tipos de alcoois. No latex ¢ predominante a protease curcina e nas sementes ¢ésteres de
forbol, como anteriormente citado (Staubmann et al., 1999).

Além de suas propriedades medicinais o uso de J. curcas para diferentes propositos
¢ reconhecido na literatura. Seu uso como cerca viva em campos de agricultura ¢ tipico na

india e em regides aridas e semi-aridas do Brasil (Santos et al., 2008). A glicerina resultante
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da extracdo do biodiesel pode ser usada para a fabricagdo de sabdo e o seu cultivo também

ajuda a prevenir a erosao do solo recuperando areas degradadas (Kumar e Sharma, 2008).

2.2.3.2.2 - O 6leo de J. curcas

As sementes de J.curcas sdao conhecidas pela grande quantidade e boa qualidade de
6leo produzido, que atualmente possui valor extremamente relevante para a producdo de
biodiesel no Nordeste brasileiro. O 6leo extraido das sementes possui grande potencial como
combustivel tornando-se uma alternativa como nova forma de producdo de energia. Com isso,
a expansdo da cultura do pinhdo manso no Nordeste atualmente ¢é fato crescente (Santos et al.,
2008).

Existem dois tipos de processos de extragdo para a obtencdo do 6leo: o mecanico e
quimico. A extracdo mecanica ¢ feita com ajuda de um moinho ou aparelho manual que serve
para prensar e triturar as sementes. O rendimento da extracdo torna-se maior quando as
sementes sao previamente cozidas, passando de 70 para cerca de 90% do total. Por outro lado,
a extragdo quimica consiste no uso de solventes quimicos (metanol, hexano, acetona, entre
outros) utilizados ou nao em determinada condigdes de temperatura ¢ pH. A forma de
extracdo mais utilizada e que possui maior rendimento, cerca de 99%, ¢ a extracdo feita por n-
hexano como solvente, tanto a frio como a quente. De forma geral a extragdo quimica possui
maior rendimento ¢ menor mao de obra que o processo mecanico, o Unico problema ¢ o
possivel impacto ambiental que pode causar em extragdes de grande porte (Achten et al.,
2008).

Além de servir como biocombustivel o 6leo de J. curcas também apresenta atividade
medicinal. Possui forte agdo purgativa e ¢ usado para doengas de pele e no tratamento das
dores causadas pelo reumatismo. A a¢ao inseticida do 6leo puro e do seu extrato também ¢
relatada na literatura (Kaushik e Kumar, 2004; Kumar e Sharma, 2008).

Apo6s a produgdo do dleo de pinhdo manso como biodiesel ha a formag¢dao de um
subproduto denominado popularmente de “ torta”, que é o resto da semente em p6 composta
por produtos com alta toxicidade como o éster de forbol e a curcina, uma proteina. Estes

compostos quimicos sdo relatados na literatura por desempenharem a¢do hemolitica e abortiva
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em ratos, biocida para insetos e antimicrobiana, com alguns trabalhos avaliando sua atividade
para o controle do virus HIV (Gandhi et al., 1995).

Por possuir alto indice de toxicidade a “torta” ndo pode ser utilizada para a
alimentacdo do gado ou animais domésticos como galinhas. Contudo, pode ser aplicada como
adubo organico, por possuir grandes concentragdes de proteinas e micronutrientes, € na

producgéo de biogas (Staubmann et al., 1999).
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