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RESUMO 

      A corrosão microbiologicamente induzida (CMI) atinge todos os setores de 

produção da indústria de petróleo e gás e demanda expressivos gastos e investimentos 

para prevenção e controle. O objetivo dessa tese foi avaliar as atividades biocida e 

antibiofouling de metabólitos de microrganismos endofíticos de Lippia gracilis Schauer 

como também do óleo essencial (puro e em sistema microemulsionado) dessa espécie 

sobre biofilmes microbianos em aço carbono 1020 AISI. Os experimentos utilizaram 

cupons de aço carbono 1020 AISI dispostos em Erlenmyers e em sistema dinâmico para 

a obtenção dos biofilmes. A avaliação biocida dos metabólitos deu-se pela quantificação 

microbiana pelas técnicas de absorbância, do número mais provável (NMP), antes e 

após os tratamentos. Os tratamentos consistiram em: 0, 100, 150 e 200 µg/L de cada 

metabólito sobre biofilmes nos tempos de contato zero, duas, três e quatro semanas, 

com três repetições por tratamentos. A ação antibiofouling foi realizada pelo contato 

dos metabólitos na maior concentração (200 µg/L) com os biocupons antes da obtenção 

dos biofilmes. A ação antimicrobiana do óleo essencial de L. gracilis Schauer na forma 

pura, e em sistema microemulsionado, foi avaliada pela quantificação de bactérias 

redutoras de sulfato (BRS), oxidantes de ferro (BOF), fungos, bactérias aeróbias e 

anaeróbias totais, pelas técnicas de NMP, plaqueamento pour plate, espectrofotometria 

de massa (EM) e análise de micrografias realizadas antes e após os tratamentos. A 

atividade anticorrosiva foi avaliada por impedância e polarização eletroquímicas, testes 

gravimétricos (perda de massa e quantificação de pites) bem como pela obtenção de 

micrografias da superfície do aço carbono. Amostras de L. gracilis Schauer foram 

coletadas no município de Mossoró - RN e foram isolados fungos e bactérias das raízes 

e folhas. Uma nova espécie de fungo foi descoberta e identificada como Achaetomium 

lippae. Foram obtidos três metabólitos: dois de fungos e um de bactéria. Os resultados 

mostraram que houve diferença da atividade biocida e antibiofouling entre os 

metabólitos de endofíticos de L. gracilis Schauer avaliados, sendo LGS-Rb1 o mais 

eficiente na maioria tipos microbianos testados, evitando a formação de biofouling e 

reduzindo a taxa de crescimento microbiano na maior concentração avaliada. Os ensaios 

eletroquímicos e gravimétricos mostraram que para todos os metabólitos houve variação 

na atividade anticorrosiva. O óleo essencial de L. gracilis Schauer avaliado in natura 

inibiu significativamente o crescimento in vitro de C. bifermentans e de fungos em 

biofilme, reduzindo sua taxa de crescimento a zero a partir de 20 µg.L
-1

. Os ensaios 

eletroquímicos e gravimétricos mostraram que a concentração de 60 µg.L
-1

 do óleo 

essencial foi eficiente na redução da corrosão. Nos ensaios usando o sistema 

microemulsionado o óleo essencial inibiu eficientemente o crescimento de BRS, BOF e 

fungos após 16 dias de contato e teve atividade antibiofouling após 96 horas de contato 

com os biocupons de aço carbono AISI 1020. Dessa forma os metabólitos de 

endofíticos de L. gracilis Schauer bem como seu óleo essencial mostram-se como novas 

alternativas de biocidas naturais eficientes no controle da corrosão microbiologicamente 

induzida. 

Palavras-chave: corrosão microbiologicamente induzida, metabólitos, endofítícos, 

Achaetomium lippae, óleo essencial, L. gracilis Schauer, biofilme. 
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ABSTRAC 

     The corrosion microbiologically induced (CMI) reaches all the sectors of production 

of the industry in Petroleum oil and Gas and demands expressive expensive and 

investments for prevention and control. The goal of this thesis was to evaluate the 

biocide and antibiofouling activities of secondary metabolites obtained from endophytic 

microorganisms of Lippia gracilis Schauer as well of the essential oil (pure and in 

microemulsified system) from this species on microbial biofilms in 1020 AISI carbono 

steel. The experiments for biocide activity used 1020 AISI carbon steel plate arranged in 

Erlenmyers and dynamic system with forced circulation for obtaining of the total 

biofilms from water produced by oil. The assessment for biocide of the metabolites 

from endophytic of L. gracilis Schauer resulted of the quantification of these species of 

bacteria in the quantification techniques by absorbance in more probable numbers 

(MPN), before and after the treatments, had been identified by gas chromatography 

coupled the spectrophotometry in mass (CG-MS) and magnetic resonance imaging 

(MRI) just those who demonstrated activities. The treatments consisted in evaluating the 

concentrations 0, 100, 150 and 200 μg/L in each metabolites on biofilms in times 

contact to zero, two, three and four weeks, with three repetition by treatments. The 

antibiofouling action was made in the contact of the metabolites in the highest 

concentration (200 μg/L) with the bioplates before being inserted into the dynamic 

system. The antimicrobial action of the essential oil L. gracilis Schauer in the pure form 

and in a microemulsified system was evaluated by the quantification bacteria reducer of 

sulphate (BRS), oxidant of iron (BOI), fungi, aerobic bacteria and total anaerobes by the 

techniques of dilution, platingpourplate, spectrophotometry in mass (MS) and 

micrographs analysis made before and after the treatments. The anticorrosive activity of 

all bioproducts was evaluated by electrochemical impedance and polarization, 

gravimetric examinations of mass loss and quantification of pites, as well in the 

obtaining of micrographs of the carbon steel`s surface. Samples of L. gracilis Schauer 

were collected in the city of Mossoró - RN and were isolated fungi and bacteria from 

the roots and leaves. A new type of fungus was discovered and identified as 

Achaetomium lippae. Three metabolites were obtained: two fungi (LGS-Lf1 and LGS-

Lf2, being "LGS" for L. gracilis Schauer, "L": leaf, ―f‖: fungus and "R" for root) and 

one of bacteria (LGS-Rb1, being "LGS" for L. gracilis Schauer, "R": root and "b": 

bacterium). The results showed that there was a difference in the biocide activity and 

antibiofouling between the metabolites from endophytic of L. gracilis Schauer assessed, 

being just the LGS-Lf1 being efficient over all  the microorganisms tested, avoiding the 

formation of biofouling on the surface of the material and reducing the rate of microbial 

growth at zero after 96 hours of contact at the highest concentration evaluated. The 

electrochemical and gravimetric tests displayed that for all the metabolites occured 

change in the anticorrosive activity. The L. gracilis Schauer essential oil evaluated in 

the pure form inhibited significally the growth in vito of C. bifermentans and  of fungi 

in biofilm, reducing their growth rate to zero as from 20 μg.L
-1

. The electrochemical and 

gravimetric tests showed that the concentration of 60 μg.L
-1

 of the essential oil was 

efficient in the reduction of corrosion. In the tests, using the microemulsified system, 

the essential oil inhibited the growth of BRS, BOF and fungi 16 days later in contact 

and had antibiofouling activity after 96 hours in contact with the AISI 1020 bioplates of 

carbon steel. Therefore, the metabolites from endophytic of L. gracilis Schauer as well 

its essential oil are shown as new alternatives of natural biocides efficient in the control 

of the corrosion microbiologically induced. 
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Key words: corrosion microbiologically induced, metabolites, endophytes, 

Achaetomium lippae, essential oil, L. gracilis Schauer, biofilm. 
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1. Introdução 

 

                A prospecção de inibidores de corrosão efetivos, comercialmente viáveis e 

ambientalmente aceitos, é algo bastante recorrente e necessário nos grandes setores industriais 

independente do tipo químico: sintéticos ou de origem natural. Em especial na indústria de 

petróleo e gás, a busca por novas substâncias cresce permanentemente sendo indispensável 

diante da ampliação desse setor, como também por sua vulnerabilidade a diferentes tipos de 

corrosão, que atinge direta ou indiretamente toda a cadeia produtiva. Dessa forma a 

expressiva necessidade de investimentos para recuperação de materiais e/ou sistemas que visa 

otimizar a produção decorrente dos danos dos vários tipos de corrosão vai ao encontro de 

busca de novas fontes, principalmente os biocidas de origem e bases naturais. 

                A corrosão é um processo natural de deterioração provocada por alterações físico-

químicas internas e externas às propriedades padrões dos materiais, e que atinge diferentes 

setores industriais no mundo inteiro, provocando danos diretos e indiretos (Nunes, 2007; 

Gentil, 2011). Os gastos para prevenção e/ou controle representam atualmente milhões em 

investimentos, demandando orçamentos específicos e mão de obra especializada para o setor 

industrial em questão. Apenas na indústria petrolífera os gastos para recuperação de 

equipamentos e prevenção da corrosão nos países emergentes como o Brasil, por exemplo, 

representam cerca de 1 a 5% do total do Produto Interno Bruto (PIB) anual (ABRACO, 

2016), tendendo a se potencializar quando as condições climáticas do país favorecem tipos de 

corrosão mais acentuados e difíceis de controlar.  

               A corrosão microbiologicamente induzida (microbiologically-influenced corrosion – 

MIC), ou biocorrosão, é um tipo especial de corrosão em que os microrganismos são 

protagonistas, influenciando ou agindo diretamente sob as condições químico-físicas dos 

materiais por formar, principalmente, uma célula de aeração diferencial, alterando assim a 

eletroquímica do processo (Koch, 2014). O diferencial nesse tipo de corrosão é a participação 

direta de uma ativa comunidade denominada de biofilme, que possui estratégias adaptativas 

peculiares e nicho ecológico bem compatível com as mais variáveis condições climáticas 

vigentes. Nos países tropicais, como é o caso do Brasil, as altas temperaturas e salinidade, 

além da grande quantidade de matéria orgânica absorvida ou dissolvida nas águas, são fatores 

que favorecem consideravelmente à proliferação de microrganismos em biofilmes (Felipe, 

2012), ocorrendo a biocorrosão com maior prevalência, principalmente por ação de bactérias 

aeróbias, redutoras de sulfato (BRS) e oxidantes de ferro (BOF) e por fungos (Videla, 2003).  
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               Diferentemente dos outros tipos a corrosão microbiológica ganha destaque por se 

iniciar em nível microscópico por ação puramente biológica, acelerando o processo natural de 

corrosão, e se intensificar em nível macroscópico de forma rápida e contínua. A dinâmica da 

comunidade microbiana dentro do biofilme favorece e apresenta características particulares, 

tornando difícil o controle da corrosão, e que consequentemente a acelera (Zuo, 2007; Hong 

et al., 2012; Kip & Veen, 2015).           

               Devido à biocorrosão apresentar a propriedade de ter aspectos biológicos e químicos 

intimamente interligados, novas áreas de estudo surgem, combinadas com as grandes áreas já 

difundidas como a Microbiologia e a Química. A Ciência de materiais e a Biologia molecular 

e Genética têm dedicado atualmente grande interesse às pesquisas sobre biofilme e 

biocorrosão, permitindo novas descobertas e ampla fundamentação sobre o tema. Assim, 

contribuindo com formas de controle da biocorrosão a Química verde surge como área 

contemporânea da Química desenvolvendo biocidas ―ecologicamente amigáveis‖, de origem 

natural e com propriedades consideradas bastante efetivas. E complementando a expansão da 

Química verde, a Biotecnologia se destaca buscando novas estratégias e tecnologias de 

aplicação dessas substâncias, bem como novas bioformulações em substituição ao uso dos 

biocidas sintéticos.  

               A busca por novos biocidas, que não gera impacto ao ambiente, surge da amplitude 

de três grandes problemas: a frequência recorrente dos casos de biocorrosão nos mais 

diferentes setores, industriais principalmente; a pertinente resistência microbiana a alguns 

biocidas já evidenciados na indústria (Videla, 2003) e aos impactos ambientais sobre a flora e 

fauna decorrentes do descarte pós-aplicação, mas sem tratamento prévio (Ricklefs, 2011). 

Com base nessa problemática os produtos naturais estão sendo pesquisados como forma de 

substituição aos biocidas químicos ou até mesmo para atuarem em associação com esses. 

Produtos gerados ou derivados de plantas e de microrganismos podem representar uma 

excelente alternativa para a prevenção e/ou controle da bicorrosão, considerando a fácil 

obtenção, dentro de uma política sustentável e de manejo; o baixo preço na produção, a alta 

taxa de biodegradabilidade no ambiente e, principalmente, a efetividade dessas substâncias 

sobre biofilmes microbianos e no processo de corrosão (Patni et al., 2013).  

                 Em relação aos produtos obtidos a partir do metabolismo vegetal, os óleos 

essenciais constituem biocidas bastante efetivos e já são avaliados com intuito de controlar a 

corrosão inorgânica, como também microbiológica (Gualdrón et al., 2013; Raut & 

Karuppayil, 2014). Na inibição da corrosão inorgânica as biomoléculas presentes nessas 
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substâncias atuam, geralmente adsorvendo-se sobre a superfície do metal, e formando uma 

película protetora denominada ―filme‖ que evita a perda de elétrons do material (Maciel et al., 

1998). Já sobre a eficiência na redução da taxa de corrosão, nos casos de CMI, seu mecanismo 

de ação principal decorre da eliminação completa ou parcial da comunidade microbiana pela 

ação biocida, o que, consequentemente, reduz o processo corrosivo.  

         As propriedades de adsorção e interação com diferentes tipos de materiais e com o 

próprio meio passam a ser potencializadas quando os óleos essenciais são utilizados em 

sistemas microemulsionados – mistura isotrópica de água, óleo e surfactante, o que aumenta 

consideravelmente a solubilidade e a eficiência de suas propriedades, sejam elas biocida e/ou 

anticorrosiva, devido a maior estabilidade termodinâmica desse sistema (Karunaratne et al., 

2017). Assim a eficiência dos óleos essenciais em decorrência das já reconhecidas 

propriedades, antimicrobiana e anticorrosiva, incrementam a sua manipulação, seja em 

sistema microemulsionado ou não, como um possível biocida destinado à proteção contra a 

corrosão microbiológica para os mais variados setores industriais.     

               As biomoléculas obtidas a partir do metabolismo ―não essencial‖ de 

microrganismos, os denominados metabólitos secundários, merecem também destaque dentro 

da variedade de bioprodutos pesquisados, por terem sua atividade antimicrobiana reconhecida 

com ação amplamente efetiva. Por outro lado, a obtenção de metabólitos derivados de 

microrganismos endofíticos com algum tipo de bioatividade ainda constitui algo 

relativamente novo (Araújo, 1996). Ao se considerar a prospecção dessas biomoléculas com 

objetivo de controle da corrosão microbiologicamente induzida tem-se algo inédito e bastante 

promissor. 

               Microrganismos endofíticos são principalmente bactérias e fungos que colonizam 

intra e/ou intercelularmente os tecidos sadios de plantas em algum tempo do seu ciclo de vida 

sem causar danos aparentes ou benefícios ao seu hospedeiro (Ryan et al., 2008). Estes são 

reconhecidos no controle biológico de pragas e fitopatógenos, na produção de toxinas, 

antibióticos, enzimas e outros fármacos, ganhando grande importância na Biotecnologia como 

verdadeiras ―biofábricas‖ (Melo & Azevedo, 1998; Kusari et al., 2014). Todas essas 

potencialidades estimulam hoje a bioprospecção desses organismos para a obtenção de novas 

moléculas com finalidades diversas. Quando se considera que essas propriedades podem ser 

otimizadas, a partir da obtenção de endofíticos isolados de plantas de ambientes considerados 

de grande pressão adaptativa (Schulz & Boyle, 2005), há um aumento na busca por novas 

espécies desse tipo de microrganismo bem como na exploração desses ambientes, 
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evidenciando uma relevância ecológica antes não dada a esses ecossistemas, como é caso do 

bioma Caatinga, localizada na região Semiárida brasileira.   

               As espécies de plantas da Caatinga são bem adaptadas ao clima semiárido, 

possuindo características bem peculiares à falta de água e à temperatura elevada, fatores 

considerados relevantes às espécies, em termos de pressão adaptativa e que tornam esse 

bioma único no mundo (Prado, 2003). Diferentes tipos e espécies de microrganismos 

endofíticos já foram isolados de espécies nativas da Caatinga, entretanto ainda há poucos 

trabalhos relevando a importância desses microrganismos diante da grande biodiversidade da 

região. O gênero Lippia tem abrangência na África, Américas do Sul e do Norte, com grande 

predominância no Brasil. Possui distribuição na região Semiárida brasileira, com algumas 

espécies sendo essencialmente nativas do bioma Caatinga. A característica marcante das 

espécies desse gênero é a produção de óleos essenciais com várias propriedades medicinais já 

bem elucidadas na literatura, como é o caso de Lippia gracilis Schauer, espécie conhecida 

pelo amplo uso popular na forma de infusões, decocção, chás, entre outras (Mendes et al., 

2010). 

               Lippia gracilis Schauer, conhecida como ―alecrim-da-chapada‖, é um subarbusto 

pouco ramificado com ampla prevalência nos estados de Pernambuco, Ceará, Paraíba e Rio 

Grande do Norte. É conhecida na medicina popular pela sua ação antimalária, antiúlcera, 

helmíntica, e, principalmente, por sua forte ação antimicrobiana relacionada ao seu óleo 

essencial (Pascual et al., 2001; Albuquerque et al., 2006), que já demonstrou possuir, na sua 

forma natural, atividade contra biofilmes (Viana, 2009). Porém, não há relatos do uso do óleo 

essencial de L. gracilis Schauer, seja na sua forma natural ou em sistema microemulsionado, 

contra biofilmes microbianos geradores de corrosão como também não se conhece sua 

atividade anticorrosiva sobre diferentes tipos de materiais. No gênero Lippia alguns 

microrganismos endofíticos já foram isolados e identificados (Siqueira et al, 2011). Porém, 

especificamente de L. gracilis Schauer, nenhum estudo foi realizado ainda com esse fim e, 

ainda, não se conhece quais gêneros e espécies estão presentes nessa planta bem como os 

tipos de biomoléculas que apresentem algum tipo de bioatividade, o que reforça a necessidade 

de tais estudos diante da importância dessa espécie.  

               O uso de produtos naturais para prevenção ou controle da biocorrosão não é algo 

novo (Guiamet et al., 2006), porém a prospecção de microrganismos endofíticos para 

obtenção de metabólitos com intuito de controlar a biocorrosão é pouco relatado na literatura, 

salvo os casos de uso de substâncias de microrganismos presentes em algas marinhas, que não 
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são considerados endofíticos, mas simbiontes (Pietra, 1997). Dessa forma, acredita-se que a 

obtenção de metabólitos secundários de microrganismos endofíticos para fins de controle de 

biofilmes envolvidos no processo de biocorrosão e/ou redução na taxa de corrosão de 

diferentes materiais mostra-se como algo promissor. Tal fato baseia-se na possível efetividade 

desses compostos, na sua facilidade de obtenção, na alta taxa de rendimento no processo final 

de extração, no baixo custo de produção e por serem considerados ecologicamente 

―amigáveis‖ devido a sua rápida biodegradabilidade. Assim, todas essas vantagens surgem 

como pontos fortes para estimular o uso de óleos essenciais e à prospecção de endofíticos e 

seus metabólitos para o controle da biocorrosão. 
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

               Essa tese tem como objetivo principal prospectar microrganismos endofíticos de 

Lippia gracilis Schauer e avaliar a aplicação dos seus metabólitos juntamente com óleo 

essencial da planta (in natura e em sistema microemulsionado) sobre a corrosão 

microbiologicamente induzida em aço carbono AISI 1020. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

 Obter e caracterizar quimicamente o óleo essencial de L. gracilis Schauer; 

 Avaliar a ação do óleo essencial in natura sobre biofilmes microbianos obtidos em 

sistema dinâmico; 

 Produzir o sistema microemulsionado do óleo essencial de L. gracilis Schauer e 

avaliar sua ação biocida sobre biofilmes microbianos obtidos em sistema dinâmico; 

 Avaliar a ação antibiofouling e anticorrosiva do óleo essencial em sistema 

microemulsionado sobre aço carbono AISI 1020; 

 Isolar, cultivar e identificar microrganismos endofíticos da folha e raiz de L. gracilis 

Schauer; 

 Obter metabólitos secundários de microrganismos endofíticos cultiváveis de L. 

gracilis Schauer; 

  Avaliar in vitro a atividade biocida dos metabólitos dos microrganismos endofíticos 

de L. gracilis Schauer sobre biofilmes microbianos; 

 Avaliar a atividade antibiofouling e anticorrosiva dos metabólitos dos endofíticos de 

L. gracilis Schauer sobre aço carbono AISI 1020 a partir de técnicas eletroquímicas, 

gravimétricas e por micrografias eletrônicas de varredura (MEVs); 

 Identificar quimicamente os metabólitos que demonstrarem potencial anticorrosivo 

sobre a CMI e bioatividade sobre biofilmes envolvidos nesse processo.
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3. Metodologia Experimental 

 

         Para atender os objetivos propostos nesse trabalho a metodologia experimental 

adotada seguiu estratégias diferenciadas, compatíveis com as etapas de cada ensaio 

experimental, sendo resumidas no fluxograma abaixo (Figura 1). Os respectivos 

resultados são apresentados como artigos científicos propostos (submetidos e não 

submetidos). 

 

  

Figura 1: Fluxograma mostrando cada etapa experimental utilizada com os respectivos 

resultados gerados como proposta de artigos científicos.  

 

        Como forma de contextualizar e compreender a metodologia experimental adota no seu 

contexto geral cada etapa será brevemente descrita a seguir: 

a) Obtenção e identificação dos microrganismos endofíticos de L. gracilis Schauer  

             Os microrganismos endofíticos foram isolados a partir da folha e raiz de L. gracilis 

Schauer, sendo cultivados em estufas microbiológicas. A identificação dos entofíticos foi 

realizada por duas estratégias metodológicas diferenciadas: para fungos realizada pelo 

sequenciamento genético da região ITS, LSU e BenA e para bactérias a partir do 
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sequenciamento da região ribossomal 16S. Após a identificação cada microrganismo foi 

preservado em coleção taxonômica microbiológica.  

         Como resultado dessa etapa uma nova espécie de microrganismo endofítico, isolado da 

folha de L. gracilis Schauer, foi identificada como Achaetomium lippae, sendo a proposta 

central do artigo I, derivado dessa etapa.  

 

b) Obtenção dos metabólitos dos microrganismos endofíticos 

         Os microrganismos endofíticos isolados da folha e raiz de L. gracilis Schauer foram 

cultivados, isoladamente, em meios de culturas específicos mantidos em agitação em shaker 

por períodos e condições estabelecidos para cada tipo microbiano. A partir do caldo 

fermentado de cada microrganismo isolado foram obtidos os metabólitos após processos de 

filtração, centrifugação e liofilização, atendendo protocolos padrões. No total foram obtidos 

três metabólitos de três espécies microbianas diferentes. 

 

c) Avaliação da atividade anticorrosiva dos metabólitos 

            Nesse ensaio foram utilizados cupons de aço carbono AISI 1020 de forma circular, 

com 2,5cm de raio, que foram previamente tratados, seguindo protocolo padrão de retirada de 

impurezas e produtos de corrosão. Os cupons foram utilizados para os ensaios eletroquímicos 

e gravimétricos na avaliação da atividade anticorrosiva.  

            Os ensaios eletroquímicos e gravimétricos foram subdivididos em: avaliação da 

atividade anticorrosiva dos metabólitos com diferentes concentrações, separadamente e em 

associação, sobre cupons contendo biofilmes microbianos e na ausência destes, também em 

diferentes concentrações e associados. Para a formação dos biofilmes foram utilizadas, 

separademente, cepas bacterianas ATCC e bactérias totais (redutoras de sulfato, oxidantes de 

ferro e anaeróbias totais) provenientes de amostras de água da produção de petróleo. Os 

resultados dessa etapa estão apresentados na forma do artigo II. 

 

d) Atividade biocida e antibiofouling dos metabólitos 

             Os metabólitos obtidos de todos os endofíticos foram avaliados separadamente sobre 

biofilmes para validar sua possível ação antimicrobiana. Os ensaios consistiram na avaliação 

sobre cepas bacterianas ATCC, fornecidas de forma liofilizada, e sobre microrganismos totais 

(bactérias redutoras de sulfato, oxidantes de ferro e anaeróbias totais) obtidos da água de 

produção de petróleo. Os ensaios foram realizados a partir da obtenção, em aparelho shaker, 
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de biofilmes sobre a superfície do aço carbono AISI 1020, sendo avaliada a ação dos 

metabólitos em diferentes tratamentos por diferentes períodos de contato. Os resultados foram 

obtidos pela relação espectrofotométrica, número mais provável de bactérias (NMP), pour 

plate e micrografias eletrônicas de varredura. A atividade antibiofouling consistiu nos 

tratamentos dos cupons de aço carbono AISI 1020 antes da formação dos biofilmes 

microbianos, como descrito anteriormente. Os resultados estão apresentados no artigo III, 

derivado dessa etapa. 

 

e) Obtenção, caracterização química e formulação do sistema microemulsionado do 

óleo essencial de L. gracilis Schauer 

             O óleo essencial foi obtido das folhas de L. gracilis Schauer a partir do processo de 

hidrodestilação. O rendimento foi calculado ao término da extração. A caracterização química 

foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrofotômetro de massa (CG-EM), 

sendo utilizados padrões da biblioteca de massa.  

             O sistema microemulsionado foi produzido a partir do óleo essencial in natura, sendo 

obtidos todos os parâmetros reológicos para classificação adequada como microemulsão. 

 

f) Avaliação da atividade biocida do óleo essencial de L. gracilis Schauer in natura 

sobre C. bifermentans e biofilmes fúngicos e ensaios de corrosão 

             Após a caracterização química do óleo essencial realizou-se a avaliação da atividade 

biocida sobre C. bifermentans, que foi isolada a partir da água do produto de tanques de 

navios de petróleo e devidamente identificada por métodos biomoleculares. Os testes 

avaliando diferentes concentrações do óleo essencial in natura foram realizados por 

antibiograma.  

              Para os ensaios da atividade sobre biofilmes fúngicos foram utilizados biocupons 

retangulares de aço carbono AISI 1020, que foram dispostos em sistema dinâmico com 

circulação de água forçada para obtenção dos biofilmes. Posteriormente, os biofilmes obtidos 

foram submetidos a diferentes tratamentos do óleo essencial in natura por diferentes períodos 

de contato.    

              Com a retirada dos biofilmes da superfície dos biocupons procedeu-se os testes de 

corrosão da atividade do óleo essencial de L. gracilis Schauer in natura. Os ensaios de 

corrosão subdividiram-se em eletroquímicos e gravimétricos, seguindo, para isto, a mesma 

metodologia adota nos ensaios da avaliação anticorrosiva dos metabólitos. Todos os 
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resultados dessa etapa constitui a proposta do artigo IV.  

 

g) Avaliação da atividade biocida e anticorrosiva do óleo essencial de L. gracilis 

Schauer em sistema microemulsionado  

            A atividade biocida deu-se pela quantificação de bactérias aeróbias e anaeróbias totais, 

oxidantes de ferro, redutoras de sulfato e sobre fungos, presentes em biofilmes, antes e após 

os tratamentos com a microemulsão do óleo essencial. Os biofilmes foram obtidos também 

em sistema dinâmico. A quantificação por espectrofotometria do biofilme total também foi 

realizada antes e após o tratamento com a microemulsão. Micrografias eletrônicas também 

foram obtidas como critérios comprobatórios da atividade biocida. O artigo V, por fim, agrega 

esses resultados como proposta de publicação.  

             Desssa forma, as etapas supracitadas buscam atender aos objetivos elencados nesse 

trabalho e permitem uma melhor contextualização da estruturação dos resultados dessa tese 

apresentados na forma de artigos submetidos.  
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4. Fundamentação Teórica 

 

4.1. Biofilmes microbianos 

 

                 Para compreender a expressiva complexidade da corrosão microbiologicamente 

induzida e elaborar estratégias de controle efetivas, independente dos métodos, é necessário 

conhecer, em princípio, a constituição e biologia do biofilme bem como toda sua dinâmica e 

os fatores que possam interferi-la, além dos processos eletroquímicos desencadeados ou 

suprimidos pela comunidade microbiana. Esse capítulo destina-se a definir e caracterizar de 

forma geral a comunidade microbiana na forma de biofilme, dando ênfase ao processo de 

formação da comunidade, os tipos microbianos, os processos genéticos e bioquímicos 

envolvidos na formação e proteção do biofilme, e a ação metabólica direta e indireta no 

processo corrosivo. 

 

4.1.1.  Definição de biofilme 

 

                  Os microrganismos são indiscutivelmente formas extraordinárias de vida. A alta 

variabilidade genética aliada à diversidade metabólica repercute na grande capacidade 

adaptativa e os tornam ecologicamente diferenciados dos outros seres vivos. Uma forma 

especial de comunidade microbiana, já conceituada na Ecologia, denominada de biofilme é 

atualmente o foco das mais variadas pesquisas, principalmente na Biotecnologia. Esse 

destaque está nas mais variadas importâncias dos biofilmes nos diferentes setores: produção 

de vinagre e enzimas (Rosche et al., 2009), possíveis vetores biotecnológicos (Kaplan et al., 

2004), biorremediadores ambientais (Wood et al., 2011), estimuladores de crescimento de 

plantas (Davey & O‘Toole, 2000), uso como biofábricas (Davey & O‘toole, 2000) e até 

mesmo como inibidores de corrosão (Zuo, 2007), entre outras propriedades.   

                 O termo biofilme foi empregado pela primeira vez nos anos 70 para caracterizar o 

desenvolvimento em associação apenas de bactérias, logo após ser reconhecida a 

possibilidade de microrganismos adsorverem e colonizarem superfícies (Benetton, 2007). Até 

então, não se tinha evidências que poderia haver a associação de outros tipos microbianos 

constituindo comunidades sésseis complexas, e muito menos a possibilidade de tipos e 

espécies de microrganismos diferentes interagirem tão especificamente constituindo um 
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mesmo nicho. Partindo das primeiras definições a partir dos anos 80 e fazendo uma 

interligação das principais definições existentes na literatura atual o conceito básico de 

biofilme pode assim ser compreendido: 

 

         “Associação de células microbianas que colonizam superfícies biótica ou abiótica, ou interfases, 

dependendo-se inteiramente do fluxo do meio, e que se mantem envolvida em uma matriz polimérica 

extracelular (EPS) altamente hidratada, rica em biomoléculas e que podem sofrer alterações genotípicas e 

fenotípicas desencadeadas por processos bioquímicos e genéticos, denominado quorum-sensing.” (Consterton 

et al., 1999; Stewart, 2003; Singh et al., 2006; Flemming & Windenger, 2010; Gambino & Cappitelli, 2016). 

 

                   É fato que há uma predileção evolutiva para que os microrganismos formem 

colônias e comunidades com sinalizações, bioquímicas ou genéticas, bastante complexas e 

que não estejam apenas isolados em colônias puras no ambiente. Estima-se que cerca de 90% 

de bactérias, por exemplo, estejam na forma de biofilme, o que garante maior taxa de 

sobrevivência, resistência a fatores estressantes (alteração de pH, escassez de nutrientes, ação 

de biocidas e toxinas, entre outros.), amplas chances de recombinação genética e colonização 

de novos ambientes, até mesmo os mais inóspitos. Seguramente, o desenvolvimento de 

biofilme mantido pela matriz polimérica extracelular, ou EPS, que representa 70 a 80% da sua 

composição na íntegra, é fator essencial para que todas as alterações genéticas e bioquímicas 

da comunidade se mantenham e ainda possibilite a resistência à ação dos mais variados tipos 

de biocidas e de ataques predatórios, dentro das relações ecológicas de cada ecossistema 

(Rinaudi & Giordano, 2010). 

                  A Figura 2 apresenta uma micrografia ilustrando a presença de biofilme sob a 

superfície de aço carbono 1020 AISI mostrando a presença da matriz polimérica extracelular e 

algumas bactérias (Figura 2). 

 

 

Figura 2: Micrografia de biofilme formado em biocupom de aço carbono 1020 AISI 

mostrando algumas células bacterianas e o EPS (indicado pela seta). Aumento de 10703x. 

(Viana, 2009). 
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                  Apesar do desenvolvimento de biofilme dar-se, na sua grande maioria, sobre 

algum tipo de superfície, seja ela abiótica ou biótica, existe uma teoria que afirma a formação 

e manutenção de biofilmes, sem necessariamente ocorrer sob uma superfície, sendo esses 

classificados como flocos ou grânulos microbianos, que entram igualmente na definição de 

biofilme (Xavier et al., 2003). A modulação na forma de flocos ou grânulos não altera os 

processos bioquímicos e genéticos já existentes em qualquer tipo de biofilme em superfície, 

mas é considerada uma estratégia adaptativa diante dos fatores de interferência na formação 

da comunidade microbiana (Masic et al., 2010).  

                 O processo de formação do biofilme assumiria uma função sigmóide no tempo e no 

espaço (Consterton, 1999) e que pode ser didaticamente dividida em três diferentes etapas: 

ataque à superfície, crescimento e desprendimento (Ashhab et al., 2017) (Figura 3). 

Inicialmente, há adesão e acumulação de células microbianas por determinada área de 

superfície em determinado tempo, essa fase é classificada como ―ataque‖. Correlacionando 

essa fase com o acúmulo de biomassa o tempo passa a ser considerado negativo (-t) na curva 

sigmóide, passando a ser positivo (+t) apenas quando existir acúmulo de células microbianas 

propriamente ditas. O que ocorre anteriormente a essa fase é apenas o acúmulo de matéria 

orgânica e não da quantidade de microrganismos, levando ao aumento da biomassa dentro de 

um tempo considerado negativo (-t). Outro fator relevante para considerar o tempo como 

negativo (-t) é que pode existir biomassa de origem orgânica acumulada sobre a superfície 

anteriormente à formação do biofilme propriamente dito. É bastante relevante para o ataque 

inicial (adesão) a presença de matéria orgânica (Nwodo et al., 2012), porém as características 

da superfície podem proporcionar e facilitar, por si, a adesão e consequente formação do 

biofilme. 
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Figura 3: Formação do biofilme: correlação entre a função sigmóide e as etapas de 

formação de biofilme. Adaptado de Stoodley et al. (2003).  

 

                       Na fase de crescimento da comunidade microbiana há proporcionalmente o 

aumento da biomassa em função do tempo, alcançando-se na etapa final a ―estabilidade‖ na 

sua estruturação, o chamado ―biofilme maduro‖ (Balsanelli et al., 2014). Nessa fase vários 

tipos de sinalizações químicas, bioquímicas e genéticas ocorrem e são responsáveis por 

inúmeros processos essenciais para manter constante a biomassa e a integridade geral desse 

sistema biológico. Destaque para o processo de quorum sensing, responsável pela arquitetura 

da comunidade, pelos principais casos de resistência ao uso de biocidas e, também, pelo 

desprendimento de células, principal evento que define a última fase no desenvolvimento do 

biofilme (Kaplan, 2010). Esse processo merece destaque por ser correlacionado diretamente 

com o número de microrganismos dentro da comunidade, ou seja, a densidade do biofilme é a 

etapa inicial para desencadear vários processos genéticos e biomoleculares responsáveis por 

eventos cruciais, como produção de EPS em menor ou maior escala, grau de patogenicidade, 

no caso de espécies virulentas, e intensidade do processo corrosivo (Laspidou & Rittmann, 

2004).  

                  Vários fatores são considerados essenciais e que podem interferir diretamente na 

formação de biofilmes, no seu desenvolvimento e na sua modulação estrutural. Os mais 

relevantes são a hidrodinâmica do fluxo, a concentração de nutrientes e oxigênio, e a natureza 

e o tipo de superfície do material (Bajpai, 2015). O primeiro é apontado por influenciar o 

consumo do substrato (Masic et al., 2010), a expressão gênica (Arenas et al, 2016), as rotas 
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metabólicas (Simões et al., 2007), a ecologia da comunidade microbiana (Battin et al., 2016), 

a ação de biocidas (Abdallah et al., 2014) e a organização estrutural do biofilme. A 

arquitetura do biofilme é inteiramente influenciada pela hidrodinâmica do fluxo, havendo uma 

organização estratégica para que o fluxo auxilie na manutenção da comunidade, não rompa o 

EPS, aumente seu tamanho através do transporte de partículas orgânicas e outros 

microrganismos, facilite o desprendimento de células microbianas e, ao mesmo tempo, 

permita o seu carreamento para colonização de novas áreas (Taherzadeh et al., 2012). Com 

base nessa forte influência a arquitetura dos biofilmes é modulada de forma a haver canais e 

espaços (―clusters‖) que permitam a passagem do fluxo, a distribuição de oxigênio e 

passagem de substâncias que possam ser nocivas (Stewart, 2003). O modelo estrutural (Figura 

4) passou a ser considerado como padrão para definir o desenvolvimento da comunidade 

microbiana em biofilme. Esse considera que as bactérias aeróbias se distribuem superiormente 

no biofilme onde a concentração de oxigênio é maior e as anaeróbias se localizam mais 

internamente à comunidade, onde há baixa ou nenhuma concentração de oxigênio. O mesmo 

foi evidenciado a partir do momento em que as observações da ineficiência de alguns biocidas 

puderam ser comprovadas pelos avanços nos métodos de pesquisa, como a obtenção de 

micrografias de varredura e de força atômica (Beech et al., 2002). 

 

Figura 4: Etapas de formação de biofilme mostrando a prevalência de diferentes tipos 

microbianos de acordo com metabolismo da respiração. Adptado de Rendueles & Ghigo, 

2012.  
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                   Destaca-se que a influência da hidrodinâmica do fluido interliga outro fator 

considerado relevante: a concentração de nutrientes e oxigênio, já que serve como carreador 

destes. A concentração de nutrientes, considerando principalmente partículas orgânicas, é 

essencial para a adesão inicial à superfície das células microbianas e desenvolvimento 

completo do biofilme. É necessário existir pelo menos algumas partículas orgânicas 

adsorvidas à superfície dos materiais para se iniciar a formação do biofilme, principalmente 

por bactérias, que são as pioneiras na formação do biofilme (Davey & O‘toole, 2000). As 

partículas orgânicas acabam atuando de duas formas: servem como fonte energética primária, 

garantindo o crescimento e replicação dos organismos, e também como ―âncoras‖ para 

sustentação e adesão à superfície, favorecendo a formação inicial da comunidade (Garrett et 

al., 2008). Contudo, em superfícies em que o grau de matéria orgânica livre é bem inferior, 

nos casos de tubulações destinadas ao fluxo de águas tratadas, por exemplo, a formação de 

biofilme pode ocorrer e atingir grau de corrosão bastante significativo, porém o tempo de 

formação passa a ser lento, às vezes não atingindo a fase de maturação (Qian et al., 2017). 

                  A influência do oxigênio está intimamente associada ao tipo de metabolismo 

microbiano predominante dentro da comunidade e, assim, o oxigênio acaba ―modulando‖ a 

configuração da arquitetura em relação aos tipos microbianos prevalecentes (Figura 4). Nessa 

configuração os microrganismos aeróbios são de certa forma forçados a se distribuírem ao 

longo de toda a periferia do biofilme onde a concentração de oxigênio tende a ser maior e 

assim manter seu metabolismo. Em relação aos anaeróbios o inverso ocorre, ou seja, a baixa 

oferta de oxigênio disponível no interior da comunidade propicia excelente ambiente para sua 

proliferação. Outro fator interessante é que a configuração arquitetada a partir da influência 

do oxigênio permite haver interações de metabólitos entre esses diferentes tipos microbianos, 

a partir da disponibilidade de subprodutos metabólicos (Burmolle et al., 2014). Geralmente os 

microrganismos aeróbios além de deixar o ambiente amplamente favorável, pelo consumo do 

oxigênio presente, também dispõe aos anaeróbios subprodutos do seu metabolismo, como 

sulfatos, nitratos, óxidos, íons férrico, entre outros tantos que são fundamentais para seu 

metabolismo. Esse sinergismo é extremamente importante para compreender um pouco da 

complexidade da bioeletroquímica (tópico que será revisado à frente) da corrosão 

microbiológica podendo ser alvo para uso de métodos preventivos, que possam alterar essa 

configuração de distribuição microbiana, inibindo assim a proliferação microbiana em 

biofilme.  

                  Considerando-se o aspecto da corrosão, a natureza dos materiais e o tipo de 
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superfície são fatores primordiais que limitam e influenciam a formação e estruturação do 

biofilme (Loosdrech et al., 1995). Superfícies mais rugosas, de metais e polietileno, são 

apontadas por facilitar em maior escala a formação de biofilme, em curto período de tempo, 

influenciando a dimensão, o grau de deterioração (em materiais não metálicos) e a intensidade 

da corrosão, nos casos em que os microrganismos protagonizam esse processo (Apilánez et 

al., 1998). A facilitação à formação de biofilmes ocorre, principalmente, pela presença de 

espaços ou elevações, muitas vezes invisíveis a olho nu, na superfície dos materiais que 

possibilitam à adesão inicial dos microrganismos presentes no meio e que, posteriormente, 

iniciam a formação do biofilme pela produção excessiva de EPS. A Figura 5 mostra a 

formação inicial de biofilme facilitada pela rugosidade da superfície. Pela ausência de 

rugosidade na superfície há menor possibilidade de adesão de microrganismos, dificultando a 

formação de biofilme (Fig. 5 - esquerda). Na superfície com rugosidade a irregularidade da 

superfície propicia à adesão microbiana e, consequentemente, a formação de biofilme (Fig. 5 - 

direita). 

  

 

Figura 5: Influência do tipo de superfície na formação de biofilme. Adaptado de Levenson & 

Emmanuel, 2013.  

  

                 Há também diferenças cruciais entre a própria superfície entre diferentes tipos de 

metal. O aço carbono, por exemplo, é mais propício a sofrer ataque microbiano, seja pela 

natureza e estruturação da superfície como também por sua composição química (Mansouri et 

al., 2015). Contudo, é bastante usado nas indústrias pela relação custo benefício. 

Diferentemente, o aço inoxidável além de ser mais resistente à corrosão inorgânica é menos 

vulnerável à formação de biofilme em relação aos outros tipos de aço, sendo também 

resistente à deterioração por ação microbiana (Hyun et al., 2014). Em contrapartida, o alto 



Fundamentação Teórica  
 

Marcelino Gevilbergue Viana. Programa de Pós-graduação em Biotecnologia - RENORBIO 
 32 

preço limita o uso do aço inoxidável na grande maioria dos setores industriais, salvo quando 

realmente é indispensável a sua utilização.  

                 Todos os fatores anteriormente mencionados, por influenciar diretamente a sua 

formação, a bioeletroquímica do processo corrosivo e a dimensão e intensidade deste, podem 

ser utilizados como princípios para a compreensão de como determinados produtos naturais 

poderão atuar na prevenção ou controle de biofilme.  

            

4.2. Corrosão Microbiologicamente Influenciada (CMI) e bioeletroquímica 

        

                 Por ser tão frequente a corrosão microbiológica acaba sendo erroneamente 

comparada ou seu conceito confundido com a corrosão propriamente dita – processo natural 

de degaste dos materiais com participação ativa do meio, sem presença da atividade biológica 

(Gentil, 2011). A dubiedade corriqueiramente aplicada aos conceitos gera duas importantes 

implicações: uma delas está no fato de considerar que sempre haverá corrosão quando 

detectado a presença de microrganismos, sendo esses os únicos responsáveis nas mesmas 

modificações química dos materiais que ocorrem na corrosão sem participação de ordem 

biológica; e a outra está no inverso, em que todos os outros casos de corrosão, quando não 

detectada a presença microbiana, são de origem inorgânica, não levando a importância da 

possível participação direta ou indireta desses organismos. Considerando que os meios 

utilizados nos processos industriais não são totalmente estéreis, a ampla capacidade adaptativa 

dos microrganismos aos mais variados ambientes, a ocorrência natural do processo corrosivo 

e a ausência de métodos altamente precisos de acompanhamento de ambos os processos, 

torna-se difícil realmente distinguir os dois conceitos, bem como suas peculiaridades e até 

quando a corrosão é puramente microbiana ou não (Javaherdashti, 2016).  

                   Diante da pertinente discussão que abrange o cenário científico e industrial, nessa 

questão, faz-se necessário compreender o porquê caracterizar a CMI como fenômeno 

diferenciado, de ação fortemente biológica, com reações bioquímicas ímpares, de 

eletroquímica complexa e que pode, ou não, se sobrepor à ação natural do processo corrosivo, 

obviamente também possuindo reações similares e cruciais que a enquadra dentro da grande 

categoria dos processos corrosivos.   

                  Assim, a seguir, será apresentada de forma geral a bioeletroquímica da CMI de 

forma a contrapor (ou sobrepor) com a eletroquímica do processo corrosivo enfatizando a 

participação ativa dos microrganismos não apenas como agentes influenciadores, mas como 
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mediadores e protagonistas do processo de corrosão por agir direta ou indiretamente a partir 

da sua atividade metabólica, tornando o processo único e diferenciado.      

 

4.2.1. Corrosão inorgânica e eletroquímica 

 

                  A corrosão é um processo natural de reações químicas e eletroquímicas que resulta 

na transformação das propriedades dos materiais metálicos e não metálicos do estado mais 

nobre para o menos nobre, principalmente levando à forma de óxidos, estado de menor 

energia (Gentil, 1999). É também considerado um grande problema multifísico nos setores 

industriais (Segui, 2014). Ao longo do tempo o processo de corrosão era visto unicamente por 

ocorrer na presença do oxigênio, se restringindo a ambientes totalmente aeróbicos ou com a 

presença indireta do oxigênio. Contudo, outros grupos químicos podem servir como fortes 

agentes oxidantes, como o sulfato, nitratos, entre outros, sendo esse um dos pontos em que a 

CMI ganha destaque por possuir microrganismos com diferentes vias metabólicas 

potencialmente aliadas à corrosão de forma direta ou indireta (Batmanghelich et al., 2017).  

                  Por ocorrer com maior frequência em meio aquoso (cerca de 90%) o processo 

corrosivo passa a ser classificado como corrosão eletroquímica (Wolynec, 2003), onde há 

fluxo contínuo de elétrons do ânodo (região de oxidação) para o cátodo (região de redução) 

através do metal. O fluxo de elétrons gera uma corrente em que há desgaste no ânodo e 

deslocamento para o cátodo, geralmente com o oxigênio como aceptor final ou hidrogênio 

(H2), nos casos de ambiente anaeróbico. No decorrer dessas reações o meio tem papel crucial 

para o início e manutenção da corrosão. Meios considerados mais agressivos como solução 

salina, água de produção de petróleo e gás, bem como a própria água do mar aceleraram 

significativamente a corrosão (Liu et al.; 2014), o que dificulta a atividade dos inibidores, 

independente do tipo a ser usado.  

                  A corrosão eletroquímica pode ser representada a partir de vários esquemas 

didáticos com o objetivo de simplificar o processo e, consequentemente, facilitar a 

compreensão. Esquemas usando ligas de ferro são corriqueiramente empregados para tais fins. 

Assim, para se aproximar da realidade das grandes indústrias e com os materiais nela 

empregados, será ilustrado o processo ocorrendo sob a superfície do aço carbono em contato 

com o meio aquoso e gerando a corrosão em forma de pits (Figura 6). Essa é a principal forma 

de corrosão eletroquímica localizada, também frequentemente provocada por microrganismos 

(Chen et al., 2015).   
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                 Entre a superfície do aço carbono e o meio aquoso há formação de uma interfase, 

mantendo a estabilidade do material através da formação de um filme passivador que o 

protege da corrosão de forma natural, devido às próprias características do material e, 

principalmente, pela ausência de formação de célula de aeração diferencial, podendo ser 

avaliado através de técnicas de potencial de repassivação (Er), que representa o potencial 

abaixo do qual não há processo corrosivo na forma de pite e que, acima desse, há corrosão 

pelo consequente rompimento do filme (Szklarska-Smialowska, 1999). A formação do filme 

passivador pode ocorrer também pela ação de produtos naturais derivados de vegetais, como 

extratos e óleos essenciais ou não, inibindo a corrosão de forma efetiva e representando uma 

nova forma de controle economicamente viável e ambientalmente aceita (Rani & Basu, 2012). 

                  A irregularidade sobre a interfase pode distribuir o oxigênio presente no meio em 

concentrações diferenciadas, gerando uma célula de aeração diferencial com formação de uma 

região pobre em oxigênio (anódica) e outra com maior concentração de oxigênio (catódica) 

sobre o filme passivador do material. A manutenção da separação entre a região anódica e 

catódica gera uma célula eletroquímica, onde os elétrons tendem a ser transferidos da região 

anódica, onde há dissolução do material (corrosão), para região catódica, considerada 

cumulativa desses elétrons.    

 

Figura 6: Corrosão eletroquímica: ilustração da formação de pitting a partir da dissolução do 

aço carbono em meio aquoso. Fonte: Adaptado de Segui (2014). Micrografia óptica da 

superfície de aço carbono 1020 AISI mostrando a presença de pites.  Fonte: autoria própria.  
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                 A transferência dos elétrons da região anódica à catódica ocorre através do meio 

eletrolítico com velocidades equivalentes, com o oxigênio agindo como receptor 

(consumindo) e reduzindo, assim, o acúmulo de elétrons. Na região anódica há o desgaste 

direto do aço pelo carreamento dos eletrodos de elementos constituintes, como o ferro 

(Reação 1), liberando a forma oxidada (Fe
2+

) que pode se combinar com outros elementos e 

formar subprodutos bastante corrosivos, como sulfetos, por exemplo. Também pode haver a 

redução de prótons (Reação 2) pela diminuição na concentração de oxigênio ao longo do 

tempo, sendo essa reação exclusiva de ambientes anaeróbicos e com forte participação de 

microrganismos como bactérias redutoras de sulfato (BRS) no caso da biocorrosão. Na região 

catódica a redução do oxigênio gera hidroxilas (Reação 3) que podem se combinar com outros 

elementos químicos, resultantes da corrosão do aço carbono e presentes no próprio meio, 

gerando os denominados produtos da corrosão, que na maioria das vezes se cristalizam e 

podem agravar ainda mais a corrosão. Contudo, os produtos da corrosão podem, em alguns 

casos, contribuir para o estado inerte do metal reduzindo a reação de dissolução e cessando a 

corrosão (Refait et al., 2015).  

 

                                                     (1) 

                                                           (2) 

                                              (3) 

 

                   Elementos como o cloro (Cl
-
) e o sódio (Na

+
), presentes na água do mar, são 

eletrólitos que favorecem amplamente a corrente, contribuindo para o rápido desgaste dos 

materiais e dificultando a inibição da corrosão por impedir a formação ou romper o filme 

protetor (de passivação) (Caliari et al., 2014). Há uma correlação direta da gravidade da 

corrosão com a distância entre as regiões, ou seja, quanto maior a distância entre a região 

anódica da catódica maior será o grau de corrosão e, isso, também é válido quando se há um 

meio altamente favorável à manutenção da corrente. 

                  De forma geral, a situação ilustrada exemplifica bem a corrosão ocorrendo de 

forma natural nos mais variados tipos de ambientes e que também pode ser comparado à 

ocorrência em tubulações de petróleo, onde é justificado pela utilização de água nos mais 

diferentes setores de produção, sendo usual e fundamental para a eficiência dos processos de 

exploração e extração. Por outro lado, o diferencial no esquema do processo de corrosão aqui 

mostrado é a ausência de formação de uma única célula de aeração diferencial, como é 
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habitualmente exemplificado através de uma única gota de água sobre o material. A célula de 

aeração diferencial, aqui ilustrada, acaba sendo formada por cada ―grão‖ do aço, ou seja, as 

microdimensões de cada partícula de grão, com tamanho irregular, geram concentrações 

diferenciadas de oxigênio levando à amplificação do efeito de aeração diferencial e, 

consequentemente, acelerando o processo corrosivo, que passa ao longo de tempo de forma 

microscópica e aparentemente invisível a um grau severo e de maior proporção. Esse 

comportamento é bem analisado por simulação de corrosão localizada e modelação de pites 

(Murer & Buchheit, 2013).   

 

4.2.2. Eletroquímica da CMI  

 

                 A formação do biofilme microbiano sobre a superfície dos materiais nem sempre é 

fator crucial para desencadear a corrosão, principalmente quando se leva em consideração a 

possibilidade do próprio biofilme se estruturar como um filme protetor, evitando assim o 

desgaste dos materiais (Zuo, 2007). Entretanto, na maioria dos casos, o desenvolvimento do 

biofilme pode induzir ou acelerar a corrosão por formar também uma célula de aeração 

diferencial, de forma similar à inorgânica, mas com aspectos bem peculiares por se tratar da 

variedade biológica dos microrganismos aliado aos seus mecanismos de interação, espécie-

espécie, bem como com a superfície dos mais variados tipos de materiais, e de metabolismo 

celular (Saba et al., 2017).   

                  Para se efetivar o processo de biocorrosão propriamente dito há vários outros 

fatores agem que, direta ou indiretamente, são cruciais para a velocidade, o grau e o resultado 

final (ou não) do processo corrosivo. O principal é a formação e a estruturação do biofilme 

sobre a interfase dos materiais. O desenvolvimento da comunidade microbiana em 

determinado tempo, sobre uma área específica diante dos fatores de interferência ou 

favorecimento desse processo irão refletir diretamente no grau da corrosão, logicamente com 

dependência direta também do tipo de material (aço carbono, aço inoxidável, acrílico, entre 

outros). As interações bioquímica, genéticas e metabólicas dentro do biofilme constitui outro 

fator protagonista para o início, continuidade (ou não), extensão e tipo do processo corrosivo. 

Mecanismos complexos como o quorum-sensing são reconhecidos na resposta direta contra a 

ação de biocidas por agir alterando, acelerando e/ou modificando, as reações do processo 

corrosivo, que na maioria das vezes amplifica a corrosão (Garg et al., 2014). 

                  Diante de todos os fatores supracitados e considerando a relevância da modulação 
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do biofilme, a seguir, será abordada a generalidade da eletroquímica da biocorrosão incluindo 

os casos particulares de influência direta das bactérias oxidantes de ferro (BOF), produtoras 

de ácidos (BPA) e redutoras de sulfato (BRS), mas destaca-se que se tratando de 

microrganismos nenhum mecanismo envolvido na biocorrosão, de ação direta ou indireta, 

pode ser considerado estável ou imutável (Wade et al., 2017).   

 

4.2.2.1. Aspectos gerais 

 

                 A eletroquímica da biocorrosão não existiria sem a presença clássica dos 

microrganismos na forma de biofilme. De forma mais adequada, o termo bioeletroquímica 

será empregado à biocorrosão como forma de diferenciar a eletroquímica da corrosão 

inorgânica, dando ênfase na particularidade da participação biológica, caracterizando-a como 

processo único e peculiar.  

                   A formação do biofilme sobre uma superfície particular se dá a partir de três 

importantes fases, como relato anteriormente, porém didaticamente pode ser dividida em 

cinco: microrganismos livres, ataque, adesão, desenvolvimento, maturação e dispersão 

(Figura 7). A partir dessa subdivisão a bioeletroquímica passa a ser peculiar a cada etapa e 

tende a aumentar a complexidade no decorrer do processo, até atingir a fase de dispersão. A 

fase inicial de ataque é proporcionada por dois elementos fundamentais: presença de matéria 

orgânica sobre a superfície e grau de rugosidade da superfície (Busscher & Van Der Mei, 

1997). Na fase de ataque as poucas células microbianas aderidas, principalmente bactérias, já 

podem favorecer bruscamente o início do processo de corrosão, mesmo sem haver a formação 

plena do biofilme. 
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Figura 7: Processo de formação de biofilme e formação da célula de aeração diferencial. 

Adaptado de Creative Commons Library, apud de Sandle (2013). 

 

                 O início do processo corrosivo nessa fase está fortemente associado à produção de 

substâncias extracelular polimérica (EPS), que apesar da pouca quantidade de microrganismos 

produzindo-a sua importância é significativa e indiscutível (Dong et al., 2011). O evento 

―chave‖ de favorecimento ao início da corrosão como já relatado é a formação de uma célula 

com aeração diferencial (Figura 7), por se tratar também de corrosão eletroquímica. Na etapa 

de desenvolvimento, mesmo que seja aparentemente insignificante o acúmulo de células, pode 

haver formação de múltiplas pequenas células de aeração diferencial pela a produção de EPS, 

que gera concentrações diferenciadas de oxigênio. Assim, pode-se comparar ao mesmo 

processo que ocorre na corrosão inorgânica pela influência da estruturação irregular dos grãos 

no aço carbono (conforme ilustrado na Figura 6). Existe, da mesma forma, uma amplificação 

do efeito se for considerado que a formação do biofilme pode ocorrer de forma separada e não 

uniforme sobre a superfície (Chen & Chai, 2006). Certamente o grau de corrosão ainda não é 

substancial quando em comparação com o estado de biofilme já ―maduro‖, porém pode ser 

bastante significativo para o agravamento do processo corrosivo ao longo do tempo, 
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considerando a multiplicação do efeito, para isso basta imaginar múltiplas microcélulas de 

aeração diferencial geradas por biofilmes sobre a superfície de materiais ocasionando 

múltiplos pites, conforme ilustrado na Figura 8. 

 

 
Figura 8: Ocorrência de pites na superfície de biocupom: micrografia óptica de biocupom de 

aço carbono 1020 AISI mostrando a presença de múltiplos pites gerados pelo processo de 

CMI. Aumento de 10x. Fonte: autoria própria. 

 

 

                 Aliado à formação de célula de aeração diferencial, a manutenção dos produtos 

derivados do metabolismo microbiano presos pelo EPS contribuí significativamente para a 

agressão inicial ao metal (Chen et al., 2015). De forma geral, os danos da corrosão já se 

iniciam desde o processo primário de desenvolvimento do biofilme, com a eletroquímica 

tornando-se da ―clássica‖, aplicável a todos os casos de corrosão, a particular, com reações 

apenas desencadeadas ou favorecidas pelos microrganismos.  

                  Na etapa subsequente ao ataque o desenvolvimento do biofilme, intimamente 

associada a vários fatores, como velocidade do fluxo, concentração de nutrientes, número e 

tipos de microrganismos, entre outros, as reações eletroquímicas tendem a ser mais intensas e 

complexas como consequência direta da variedade estrutural da comunidade microbiana 

(Moradi et al., 2016). Videla (2003) relaciona de forma simplificada a etapa de 

desenvolvimento do biofilme a partir da diferenciação metabólica pelo consumo ou não do 

oxigênio pelos microrganismos. Resumidamente, os microrganismos aeróbicos tendem a 

colonizar inicialmente a superfície dos materiais, multiplicar-se e consumir grande parte do 

oxigênio disponível, deixando o ambiente parcial ou totalmente ausente de oxigênio, o que 

torna favorável à proliferação das espécies anaeróbias.  

                  Caracterizando a bioeletroquímica, segundo o mesmo autor, o uso do oxigênio 

pela ação microbiana reflete o rápido desgaste do material na região anódica pelo consumo 

direto de elétrons, com oxigênio sendo o aceptor final. Nessa subetapa a corrosão é contínua. 

Porém, com o aumento da quantidade de microrganismos anaeróbios e a mudança na 
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localização dos aeróbios dentro do biofilme, que passam a se localizar mais externamente, o 

processo corrosivo tende a se estabilizar ou até mesmo, em determinados casos, cessar 

momentaneamente devido às lentidões nas reações de consumo de hidrogênio (visto na reação 

2) pelas bactérias redutoras de sulfato (BRS), ilustrado na Figura 9. Com o passar do tempo as 

reações de consumo de elétrons tendem, mesmo em ambientes anóxidos, a se 

reestabelecerem, passando a acelerar o desgaste do material agora devido a outros fatores 

como: ao fornecimento de elétrons dos elementos do material, por exemplo do ferro (visto na 

reação 1), para reações de redução do sulfato no caso das BRS quando não há outras ofertas 

de compostos carbônicos e, também, devido as combinações de alguns elementos com os 

subprodutos do metabolismo microbiano. Em se tratando de um ambiente como as águas de 

produção de petróleo as BRS podem participar na comunidade microbiana em biofilme, assim 

que a concentração de oxigênio se reduz, devido às altas concentrações de sulfato e 

compostos sulfatados, e por possuir metabolismo anaeróbico-aerotolerantes, tolerando a 

presença do oxigênio mesmo em pequenas concentrações, produzindo grande quantidade de 

EPS em biofilme (Wang et al., 2014a). A estruturação da comunidade em biofilme pode 

assim ser demonstrada em relação à localização e, em termos de reações químicas, 

considerando apenas a presença de microrganismos aeróbios estritos e BRS, como 

microrganismos anaeróbios. A Figura 9 ilustra as reações envolvidas no desenvolvimento 

biofilme para as BRS. 

 

 

 

Figura 9: Etapa de desenvolvimento do biofilme considerando apenas a presença de dois 

tipos de microrganismos de acordo com seu metabolismo: microrganismos aeróbios, que 

utilizam o oxigênio com aceptor final de elétrons, e os anaeróbios, bactérias redutoras de 

sulfato (BRS). Adaptado de Franklin & Stewart (2008). 
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                 Há evidências que as BRS são as primeiras a colonizar o biofilme após a 

diminuição da concentração de oxigênio, proporcionando um ambiente também favorável a 

outras espécies microbianas, como as oxidantes de sulfato (BOS) e bactérias produtoras de 

ácidos (BPA) (Okabe et al., 2000). As BRS, na etapa de desenvolvimento do biofilme, podem 

utilizar o ferro como fornecedor de elétrons para a redução do sulfato gerando subprodutos 

como Fe2S, que pode intensificar a corrosão ou formar óxidos pela combinação com outros 

elementos, como os próprios subprodutos do metabolismo aeróbico, formando compostos 

como FeSOH e H2SO4 que se cristalizam na superfície do material. Segundo a Teoria de 

Despolarização Catódica (TDC) é comum o uso do ferro pelas BRS quando o biofilme sofre 

algum tipo de estresse, em que há escassez ou ausência de outros compostos orgânicos para 

redução do sulfato (Borenstein, 1994). Há entre as BRS e os microrganismos aeróbios um 

verdadeiro sinergismo nessa etapa, estabelecendo relações de cooperação através das ―trocas‖ 

de metabólitos, o que mantém a integridade da estrutura do biofilme bem como a 

complexidade da bioeletroquímica. Apenas nesse exemplo as reações eletroquímicas 

permanecem favorecendo e induzindo a corrosão não de forma arbitrária, mas como algo 

essencial para a manutenção da biologia desses organismos (Liu et al., 2017).   

                  Em uma revisão mais atual, Gu (2014) caracteriza a etapa de desenvolvimento da 

comunidade microbiana em relação à bioeletroquímica de forma mais elaborada e complexa, 

destacando a importância das bactérias produtoras de ácidos (BPA) para o início da corrosão 

por pites e a gravidade do processo corrosivo através da produção de ácidos, principalmente 

ácido acético, pela fermentação. As BRS deixam de ser unicamente as pioneiras da 

biocorrosão em ambientes anaeróbios, principalmente devido a quantidade de sulfato ser 

constante ou insuficiente, ao ponto de não manter favoravelmente as reações eletroquímicas 

para a corrosão na forma de pite. Esse autor abre uma nova visão da biocorrosão, na etapa de 

desenvolvimento do biofilme: as BPA são consideradas por manter a intensidade da corrosão 

e fornecer a ―matéria prima‖, em termos de metabólitos, para a agressividade acentuada do 

processo corrosivo, dada através da dimensão e profundidade do pite. Assim a redução do 

ácido acético (HAc), de acordo com a reação 4, promove a oxidação do ferro de forma mais 

severa que a redução de prótons, comum no metabolismo das BRS, aumentando 

significativamente a corrosão em relação à atividade das BRS.  

 

                              (4) 
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        A Figura 10 ilustra a bioeletroquímica destacando a etapa de desenvolvimento, 

considerando a participação das BRS e das BPA, conforme sugerido por Gu (2014), 

juntamente com os microrganismos aeróbios.  

 

 

Figura 10: Etapa de desenvolvimento do biofilme destacando a presença das BPA: a 

produção de ácidos, como o HAc, pelas BPAs pode também auxiliar nas reações dos dois 

tipos de microrganismos já existentes. Adaptado de Franklin & Stewart (2008). 

 

                 A presença das BPA é relevante e a produção de diferentes tipos de ácidos 

indubitavelmente afeta e agrava o processo corrosivo. A dissociação do ácido produzindo 

prótons (H
+
) é flexível em relação à reversibilidade da reação e termodinamicamente 

favorável, oxidando mais rapidamente o ferro. Dessa forma, o pH no interior do biofilme 

passa a ser bastante influenciado por essa reação, chegando a diminuir drasticamente (em 

torno de pH = 2,0), o que agrava ainda mais a corrosão. Outro ponto importante é a possível 

combinação do próprio ácido (HAc) com o ferro oxidado (Fe
+
), liberado na reação de 

desgaste do material, gerando outros subprodutos. A presença das BPA constituindo o 

biofilme por si só já se mostra, aqui demonstrado, preocupante do ponto de vista econômico 

para as grandes indústrias, principalmente de petróleo e gás, por serem indiscutivelmente 

protagonistas da biocorrosão.  

                  Ocorrendo de forma isoladas as BPA já são protagonistas da biocorrosão, na forma 
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de consórcio com as BRS torna a biocorrosão simplesmente drástica em termos de grau e 

velocidade. Os prótons gerados na redução do ácido pelas BPA podem, na maioria das vezes, 

ser utilizados na redução do sulfato pelas BRS e outros produtos do metabolismo podem 

servir como fonte para as BRS quando não disponível o sulfato (Xu et al., 2016). A própria 

localização das BPA no biofilme possibilita uma melhor interação dando suportes 

metabólicos para o decorrer das reações. Há dessa forma outro importante sinergismo dentro 

da comunidade microbiana categoricamente arquitetada. Porém, existe o lado negativo dessa 

arquitetura: as BRS poderão usufruir das fontes de sulfato até determinado ponto, pois a 

transferência de matéria pode limitar a oferta desse nutriente e interferir no processo corrosivo 

pelas BRS, o que acaba tornando-se ―vantajoso‖ para a proliferação das BPA. A partir da 

prevalência das BPA há, como consequência direta, o aumento do grau de corrosão devido o 

acúmulo de ácidos e/ou prótons.  

                 De forma resumida, a presença de ácidos, sulfato e prótons resultante da atividade 

metabólica desses microrganismos aumentam significativamente a taxa de corrosão quando 

comparados de forma isolada nessa etapa de desenvolvimento do biofilme (Gu, 2014), não 

havendo microrganismos mais ou menos importantes dentro do contexto da biocorrosão, já 

que todos são indiscutivelmente importantes. A etapa de desenvolvimento do biofilme é 

inteiramente influenciada por fatores como tipos de microrganismos planctônicos totais, 

presença de nutrientes e matéria orgânica, intensidade do fluxo, além da manutenção de 

determinados tipos de interações biológicas entre os microrganismos como, por exemplo, o 

quorum sensing (Dapa et al., 2012). Todos esses fatores agem diretamente no grau e 

intensidade da corrosão, momentaneamente como também ao longo prazo, pois são cruciais 

no surgimento de adaptações intrínsecas ao desenvolvimento do biofilme (Zarasvand & Rai, 

2014).  

                 Nessa primeira parte, abordou-se a demonstração da bioeletroquímica do 

desenvolvimento do biofilme utilizando a ampla classificação biológica de acordo com o 

metabolismo microbiano em três grandes grupos: aeróbios, anaeróbios (BRS) e anaeróbios 

fermentativos (BPA). Nessa ampla classificação, há vários outros tipos de microrganismos 

pertencentes a cada grupo. As bactérias oxidantes de ferro (BOFe), por exemplo, são 

microrganismos aeróbios com grande destaque no processo de corrosão microbiológica, sendo 

os primeiros organismos identificados no processo e responsáveis na produção de depósitos 

densos de hidróxido de ferro a partir da oxidação do íon ferro a férrico (Usher et al., 2014). 

Os depósitos de hidróxido de ferro formados pela combinação do íon férrico com água 
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(reação 5) são insolúveis e formam tubérculos de coloração castanha-avermelhada, que 

podem se depositar sobre as tubulações ou ser livremente carreados, favorecendo em ambos 

os casos a corrosão localizada por aeração diferencial.  

 

                            (5) 

 

                   Considerando a presença das BOFe, no contexto da bioeletroquímica da etapa de 

desenvolvimento do biofilme, a presença do íon férrico desencadeia reações importantes. A 

oxidação do íon ferroso (Fe
2+

) a férrico (Fe
3+

), por exemplo, produz elétrons que podem ser 

utilizados por outros microrganismos aeróbios, localizados mais externamente no biofilme, ou 

ser fornecidos diretamente às BRS para a redução do sulfato. Com relação às BPA o 

sinergismo pode se dá pelo fornecimento de prótons para a redução de ácidos, ou pelo simples 

fato de favorecer o crescimento das BRS e outras espécies aeróbias. Além de contribuir nesse 

aspecto para intensificar a corrosão, a oxidação do ferro induz os íons cloretos a migrarem ao 

ânodo para neutralizar o acúmulo de carga, formando diferentes tipos de ―cloretos de metal‖, 

considerados altamente corrosivos (Ray et al., 2010). A Figura 11 ilustra o sinergismo entre 

os outros tipos microbianos com a participação das BOFe, destacando-se as reações: 

 

 

Figura 11: Etapa de desenvolvimento do biofilme destacando a presença das BOFe. 

Adaptado de Franklin & Stewart (2008). 
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                 As BOFe agem oxidando o ferro, e produzindo íons férricos que podem se 

combinar com as hidroxilas produzidas por outras espécies aeróbias ou se combinar 

diretamente com a água. Por possuir pouco fornecimento de energia ao seu metabolismo as 

BOFe têm que oxidar grande quantidade de ferro para poder atingir a fase log, o que 

demonstra crescimento lento dessas espécies (Emerson, 2012). O sulfeto produzido pelas 

BRS pode se combinar com o ferro antes da oxidação e produzir o sulfeto ferroso (FeS), 

podendo servir de base metabólica para outros tipos microbianos (Beam et al., 2016). Com a 

grande produção de hidróxidos e/ou óxidos o ambiente interno do biofilme torna-se bastante 

ácido, favorecendo o crescimento das próprias oxidantes de ferro como também das BPA 

(Beech & Sunner, 2005).   

                  Além disso, pode ocorrer a participação de microrganismos com outras vias 

metabólicas, no decorrer do desenvolvimento da comunidade em biofilme, como bactérias 

oxidantes de sulfato, redutoras e oxidantes de nitratos, além das metanogênicas (Dang & 

Lovell, 2016). Deve-se ressaltar que a grande maioria dos autores deixa de lado a importante 

participação dos fungos no processo corrosivo em sinergismo com as bactérias, justificando 

essa ausência, entre outros fatores, pela preferência de pH (alcalino para fungos), pela 

competição possivelmente existente e, considerando o ambiente de produção de petróleo e 

gás, o tipo de fluido, geralmente querosene (Rajala et al., 2017). Porém, é fato que os fungos, 

isolados ou não formando biofilmes, são também aliados da corrosão.  

                   Assim, somando-se todas as reações eletroquímicas que se iniciam na fase de 

desenvolvimento da comunidade microbiana, com a chegada de novas espécies com vias 

metabólicas diferenciadas, o resultado é o estabelecimento de interações estáveis a partir da 

fase de maturação do biofilme, também denominada de dispersão (Guilhen et al., 2017). Os 

tipos de reações nessa fase, apesar de bem estabelecidos, estão sujeitos às modificações que 

são intimamente associadas a fatores externos e, principalmente, a fatores internos, 

desencadeados pela densidade da população dos microrganismos, denominado de quorum 

sensing (Hofer, 2016). Algumas espécies podem eventualmente acabar competindo com 

outras, chegando mesmo a eliminá-las da comunidade, porém nessa etapa de formação do 

biofilme as relações ecológicas também já estão bem fortalecidas, algo comum para a 

manutenção da vida através da adaptação (Rickleffs, 2011).  

                 O termo quorum sensing (QS) refere-se à produção de substâncias extracelulares de 

baixa massa molecular que atuam como sinais químicos na ativação de determinados genes 

bacterianos em resposta direta à densidade populacional de microrganismos em biofilmes, 
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refletindo nas características genéticas responsáveis pela adesão, motilidade, divisão celular e 

maturidade, dentro da comunidade como um todo, nas suas sucessivas fases de 

desenvolvimento (Dobretsov et al., 2006).  A correlação do QS com a biocorrosão acaba 

sendo bastante complexa diante da especificidade de cada espécie microbiana, ou seja, cada 

espécie mesmo pertencente a um grande grupo como aeróbios ou anaeróbios (fermentadores 

ou não) produz uma sinalização química específica e própria. Por exemplo, as espécies do 

gênero Serratia, já relatadas por possuir envolvimento em casos de corrosão e biodegradação 

(Javaherdashti et al., 2016), agem de forma diferenciada dentro de biofilme a partir de 

diferentes fatores, assim a alta densidade populacional (quorum) sinaliza para redução da 

tensão superficial, enquanto que a viscosidade do meio induz a expansão do crescimento 

celular (Moreira, 2014).  

                 Dessa forma, se já existe muita especificidade em relação às mudanças fenotípicas, 

as alterações no metabolismo, e as reações a partir delas, são indiscutivelmente complexas. 

Por exemplo, é relatado que a despolarização catódica, e a consequente oxidação do ferro, por 

ação da bactéria Shewanella oneidensis em biofilme aumentou consideravelmente a partir da 

densidade das células bacterianas, mostrando a correlação da atividade corrosiva dessa 

espécie com o QS (Windt et al., 2003). Substâncias reconhecidas no QS como Lactonas de N-

acilhomoserina (LAHs) foram responsáveis em afetar a bioeletroquímica de alguns 

microrganismos aeróbios, como espécies de Flavobacterium sp e de BRS (Lv et al., 2014).  

As reações eletroquímicas de bactérias redutoras de nitrato (BRN) e BOFe também sofrem 

alterações, na maioria das vezes cessam, quando analisadas a interferência de determinadas 

substâncias, quando aplicadas como forma de controle do crescimento microbiano em 

biofilme, pela inibição direta do mecanismo de QS (Kim et al., 2015). Fica evidenciado, 

portanto, que a etapa de dispersão do biofilme é inteiramente dependente do mecanismo de 

QS, sendo a capacidade de dispersão das células microbianas como forma de colonizar novas 

áreas, o resultado dessa sinalização bioquímica, em que a ação dos fatores externos é quase 

nula.   

 

4.2.3. Tipos de CMI 

 

                  Diante da ampla dinâmica do processo de corrosão microbiológica é comum 

classificá-la em três tipos: I, II e III (Gu, 2012). O primeiro tipo foi estudado utilizando as 

BRS como microrganismo padrão, através do metabolismo do sulfato, sendo caracterizado 
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pela bioenergética das reações que beneficiam diretamente a comunidade microbiana em 

biofilme, ou seja, todas as reações fornecem energia direta para as atividades metabólicas dos 

microrganismos, resultando no desenvolvimento do biofilme (Gu, 2014). 

                 O tipo II de CMI é o resultado da atividade dos produtos metabólicos resultantes do 

tipo I e do EPS. Segundo essa classificação, produtos como ácidos produzidos pelas BPA, 

sulfetos, óxidos, entre outros, contribuiriam fortemente no decorrer do processo de corrosão e 

o EPS atuaria como uma ―barreira‖ física para conter a saída desses produtos, mantendo a 

aceleração da corrosão. Nesse caso, a energia necessária para manter a corrosão estaria apenas 

nos metabólitos (Ash, 2017). O terceiro tipo é definido como biodeterioração, que ocorre sem 

a participação necessariamente de biofilme e sem ação direta de reações eletroquímicas, 

principalmente pela ausência do meio condutor na maioria dos casos (Gu, 2014).  

                  O maior problema nessa classificação está na dificuldade de definição dos tipos 

através de métodos específicos para predizer até que ponto a biocorrosão seria apenas do tipo 

I sem prosseguir ao tipo II, tendo em vista a ampla dinâmica do biofilme. Segundo Beech et 

al., (2005), a biocorrosão seria o resumo da interação da comunidade microbiana com o metal 

e com seus produtos metabólicos (bióticos) mais a ação dos produtos da corrosão (abiótico), 

como destacado na Figura 12.  

 

Figura 12: Diagrama representativo do processo de biocorrosão segundo Beech et al., (2005). 

 

 

               Nesse diagrama, o início e desenvolvimento da corrosão microbiológica ocorrem 

não apenas como consequência direta da ação microbiana, mas também pela interação de dois 

outros fatores: a ação agressiva dos produtos gerados pelo metabolismo de todos os 
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microrganismos presentes em biofilme, como sulfetos, sulfatos, íons hidretos e férricos; e 

também pelos próprios produtos derivados das reações de degaste do material (metal), que 

aceleram o processo de corrosão a partir da combinação de subprodutos que geram novos 

compostos com ação ainda mais corrosiva.   

  

4.3. Lippia gracilis Schauer e suas propriedades 

 

                  O gênero Lippia Linn (Verbenaceae) possui mais de 200 espécies de arbustos e 

árvores de pequeno porte com distribuição por todas as Américas e parte da África, com forte 

prevalência e diversidade no México e Brasil (Oliveira et al., 2007; Gomes et al., 2011). A 

distribuição desse gênero no Brasil abrange os estados de Minas Gerais, Espírito Santo, 

Goiás, Bahia, Pernambuco e Rio Grande do Norte, além de pequena parte dos estados do 

Ceará e Paraíba (Silva et al., 2006a). Por apresentar características ambientais peculiares e, ao 

mesmo tempo, bastante similares em alguns aspectos ecológicos e naturais, a distribuição do 

gênero Lippia passou a se distribuir e prevalecer nos domínios dos biomas Cerrado e 

Caatinga, conforme ilustrado na Figura 13.  

 

Figura 13: Domínios de distribuição do gênero Lippia no Brasil: prevalência exclusiva nos 

biomas Cerrado e Caatinga (Adaptado de Moraes et al., 2009).   

  

                 As espécies do gênero Lippia são caracterizadas por possuir folhas com dimensões 

variadas, com prevalência de tricomas glandulares, que secretam óleos essenciais de aroma 

agradável e com inúmeros princípios bioativos na sua composição, conferindo propriedades 

medicinais e terapêuticas bem elucidadas na literatura (Albuquerque et al., 2006; Pereira et 
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al., 2013; Soares & Dias, 2013). Entre as inúmeras propriedades encontradas no óleo 

essencial das espécies desse gênero a atividade antimicrobiana merece destaque, pelos vários 

trabalhos publicados nesse aspecto (Pascual et al., 2001; Pessoa et al., 2005; Albuquerque et 

al., 2006, Bitu et al., 2012). Substâncias como flavanóides, monoterpenos aromáticos 

(principalmente carvacrol e timol) e sesquiterpenos estão presentes no óleo essencial dessas 

espécies e são mencionadas por conferir a ação antimicrobiana bem como outras propriedades 

medicinais, como atividade laxante, cicatrizante, antiparasitária e, mais recentemente, 

anticâncer (Ferraz et al., 2013).  

                  A composição química dos óleos essenciais sofre efeitos de diferentes fatores 

ambientais e ecológicos em que a planta está submetida, influenciando diretamente suas 

propriedades, sejam potencializando-as ou diminuindo sua efetividade (Figueredo et al., 

2008). Nesse aspecto, é importante ressaltar que as espécies com prevalência na Caatinga são 

consideradas mais propícias para produzir moléculas biologicamente ativas como, por 

exemplo, com atividade antimicrobiana devido às condições edáficas e ambientais 

características desse bioma (Araújo et al., 2007). 

                  A Lippia gracilis Schauer é uma espécie tipo arbusto, caducifólia e com 

distribuição ampla na América Central e nos países tropicais da América do Sul (Lorenzi & 

Matos, 2002) (Figura 14). No Brasil é conhecida popularmente como ―alecrim-da-chapada‖ 

ou ―alecrim de tabuleiro‖. A espécie, típica do Semiárido, abrange praticamente toda a região 

Nordeste do Brasil com incidência no bioma Caatinga (Mota-Neto et al., 2010). Suas 

pequenas folhas, cuja fotografia é mostrada na Figura 14, são ricas em óleos essenciais 

utilizadas amplamente na medicina popular em forma de infusões, decocções ou macerados 

alcoólico para controle de vários tipos de processos inflamatórios, combate às doenças de 

pele, como micoses e urticárias, além de uso para vários tipos de dores e ulcerações (Pascual 

et al., 2001; Guimarães et al., 2012).  
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Figura 14: Lippia gracilis Schauer: (a) espécie em floração e (b) amostras de folhas retiradas 

para isolamento de microrganismos endofíticos (autoria própria). 

 

                 As atividades anticonceptiva, antiflamatória e antioxidante do seu óleo essencial já 

foram relatadas (Mendes et al., 2010), assim como a cicatrizante (Riella et al., 2012), além da 

potente atividade antimicrobiana, bastante discutida e avaliada na literatura sobre o controle 

de diferentes tipos de microrganismos, patogênicos ou não, como também em biofilmes 

(Bassole et al., 2000; Viana, 2009).  

                 A propriedade antimicrobiana é proporcionada principalmente por substâncias 

majoritárias como carvacrol, timol, p-cimeno, y-terpineno, entre outros componentes, que são 

na sua grande maioria monoterpenos aromáticos (Marchese et al., 2016). Esses componentes 

químicos podem ser isolados diretamente do óleo essencial, podendo atuar efetivamente para 

esse fim ou agir em sinergismo, a partir do uso do óleo essencial na forma pura, o que é mais 

comum por potencializar significativamente a atividade antimicrobiana (Yanishlieva et al., 

1999). Em ambos os casos L. gracilis Schauer passa a ser considerada fonte natural de 

biomoléculas potencialmente ativas, seja para atividade antimicrobiana ou para as demais 

propriedades já relatadas.  

                   Por ser nativa da região Semiárida, ter boa distribuição geográfica dentro do 

bioma Caatinga, adaptando-se às variáveis climáticas e edáficas vigentes, como seca 

prolongada, solos salinos e altas temperaturas, além de ter excelente propagação vegetativa e 

possuir inúmeras propriedades químicas, medicinais e terapêuticas, L. gracilis Schauer é uma 

espécie bastante propícia a ser explorada, de forma sustentável, pelas populações da região 

Nordeste do Brasil, consistindo em uma nova base econômica rentável dentro de uma política 

cooperativa para indústrias farmacêuticas e química. Analisando seu potencial biocida torna-

se ainda mais promissora para os setores industriais que sofrem danos pela corrosão 
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microbiológica.        

 

4.4. Microrganismos endofíticos e potencialidades 

 

                  A definição de microrganismos endofíticos é estabelecida a partir da relevância 

das relações ecológicas, geralmente neutras, entre os microrganismos e as plantas, seus 

hospedeiros. Melo & Azevedo (1998) definem, de forma geral, endófitos como sendo 

microrganismos, bactérias e/ou fungos, que habitam inter ou intracelularmente os tecidos das 

plantas sem causar sintomas ou danos aparentes durante todo o seu ciclo de vida. Para alguns 

autores esse conceito também se aplica a aqueles microrganismos que colonizam o interior de 

algas marinhas (Schoenrock et al., 2014; Kwon, 2016). Porém, em determinado momento a 

neutralidade da relação, sempre enfatizada dentro das definições, pode deixar de existir e 

assumir outras relações ecológicas que vão deste o comensalismo até ao estabelecimento de 

uma relação desarmônica e parasitária, levando na maioria dos casos ao estado de doença 

(Siqueira et al., 2011; Kumara et al., 2013).   

                  Apesar da relação de neutralidade ser sempre frisada pela maioria dos autores 

sabe-se que vários benefícios acabam sendo ofertados, direto ou indiretamente, dos endófitos 

ao seu hospedeiro. Tais como a produção de substâncias que promovem o crescimento da 

planta (Brader et al., 2014), defesa contra patógenos, ou por induzir na planta a produção de 

substâncias bioativas (Azevedo et al., 2000); além de mudanças na fisiologia da planta, em 

resposta ao ambiente, perante a interferência dos fatores externos, estressantes ou não 

(Redman et al., 2002) que são bons exemplos da relação mutualista que pode se estabelecer 

pela presença desses microrganismos.  

                 O início da interação endófito versus planta ainda é bem questionada, mas se sabe 

que a presença da microbiota da rizosfera é indispensável para as primeiras colonizações 

ainda na semente (Cocking, 2003). Há antes da germinação processos químicos de sinalização 

desencadeados entre os microrganismos da rizosfera e a semente objetivando a quebra da 

dormência e a possibilidade de colonização primária (Compant et al., 2010). Alguns autores 

afirmam que a presença de endófitos na semente pode ser ainda mais precoce. A planta pode 

repassar alguns dos seus próprios endófitos durante a fecundação para a semente, ou seja, já 

internamente à semente há presença de endófitos que irão colonizar a futura planta (Compant 

et al., 2011). É tão provável essa hipótese que há evidências de auxílio à germinação e 

enraizamento por parte de microrganismos já internos à semente em estudos onde não havia 
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rizosfera, utilizando solo esterilizado (Sikes et al., 2016). Nas outras fases de 

desenvolvimento da planta os microrganismos endofíticos utilizam outras ―portas‖ de entrada 

para penetrar e colonizar os diferentes tecidos vegetais. A partir do crescimento do sistema 

radicular fissuras podem surgir e possibilitar a entrada de microrganismos da própria rizosfera 

ou epífitos (Murphy et al., 2015). Da mesma forma, outras estruturas podem fornecer acesso, 

como os estômatos e haustórios, bem como caules fragmentados ou quebrados, e flores 

durante toda a permanência do vegetal no ambiente (Saikkonen et al., 2004).  É conhecido 

que desde a fecundação da semente, passando por todos os estágios de desenvolvimento da 

espécie vegetal, e chegando até o fim da vida, as relações entre endófitos e plantas se mantêm 

e tendem a se tornar mais complexas, ao ponto de favorecer certas adaptações no decorrer de 

toda a evolução biológica, havendo mudanças apenas das espécies de endofíticos em questão, 

que são compatíveis com cada fase de vida do hospedeiro (Hardoim et al., 2015). Acredita-se 

que todas as espécies de plantas possuam endófitos, fato justificado pela interação ecológica 

bem estabelecida como fruto da evolução conquistada ao longo de milhões de anos (Aguilar-

Trigueros & Rillig, 2016).  

                  Por se manterem permanentes durante todo o ciclo de vida da planta, e pela sua 

diversidade, os endófitos são fontes inesgotáveis, de certa forma, de novas potencialidades 

para diferentes setores. Desde a clara definição do conceito adotado por Bary (1866) o uso de 

endófitos para fins terapêuticos passou a ser conhecido, divulgado e mais explorado. O uso de 

antibióticos e de novas drogas a partir da prospecção desses microrganismos data-se desde o 

século XIX, sendo, ainda, algo bastante promissor diante de novas doenças, epidemias, 

doenças degenerativas e aumento dos casos de câncer (Centeno-Leija et al., 2016 Moloney, 

2016). A descoberta do metabólito taxol obtido do fungo Taxomyces andreamae como droga 

antitumoral possibilitou o aumento na estimativa de vida para pacientes com tipos diferentes 

de câncer e até mesmo a eliminação de tumores considerados bastantes agressivos, como de 

estômago, de fígado e pâncreas, além de tipos de leucemia (Gallego et al., 2017). Para 

doenças degenerativas como Alzheimer a conquista de novas opções de tratamento torna-se 

urgente e a aquisição de biomoléculas derivadas de endofíticos já se tornou uma realidade (Li 

et al., 2016).  

                 O uso direto ou indireto, através da prospecção de genes, de substâncias 

metabólicas obtidas de endofíticos com propriedades antibióticas constituirão um novo pool 

de drogas para um problema frequente em unidades de tratamento intensivo e setores de 

diálises: as infecções por bactérias multirresistentes, que geram infecções hospitalares 
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secundárias e oportunistas em pacientes já debilitados, representando maior tempo de 

permanência nas unidades e cerca de 30 a 35% dos óbitos nesses setores (WHO, 2010). 

Substâncias novas, identificadas e derivadas do metabolismo de fungos endofíticos, 

demonstraram-se bastante eficientes na inibição das principais bactérias multirresistentes (He 

et al., 2016) bem como àquelas derivadas de bactérias endofíticas (Doley & Jha, 2015). A 

tendência é que até 2020 cerca de mais de 100 substâncias estejam disponíveis no mercado 

como novos antibióticos com espectro de ação mais amplo e eficaz, principalmente contra as 

bactérias multiressistentes, além de substâncias que também funcionem como 

imunomoduladores em ação combinada à antibiótica (Mouli et al., 2016). 

                Adicionalmente à importância da obtenção de novas drogas, os endófitos 

apresentam outras potencialidades, algumas já bem consolidadas no mercado. Outras são 

perspectivas bastante promissoras para diferentes setores. Na agricultura e pecuária novas 

potencialidades surgem a partir da prospecção e isolamento de microrganismos endofíticos 

com aplicação direta no campo, da obtenção de biomoléculas derivadas do metabolismo 

desses tipos microbianos ou pelas técnicas de engenharia genética de modificações dessas 

espécies, todas com objetivos peculiares a cada problema dentro desses dois grandes setores 

(Cocq et al., 2016). A prospecção e triagem com intuito de obter endófitos como fonte de 

controle de pragas de diversas culturas através do controle biológico já constitui algo não tão 

novo (Copping & Menn, 2000; Couillerot et al., 2013). Espécies como Trichoderma 

hamatum, Penicillium sp., Bacillus sp. e Paecilomyces lilacinus mostraram-se eficiente no 

controle de Drechslera tritici-repentis, patógeno que causa a mancha do trigo (Larran et al., 

2016). Outros endófitos que habitam espécies de plantas de biomas com fatores ambientais 

bem característicos, e únicos no mundo, como a Caatinga, foram eficazes no controle de 

pragas de culturas tropicais in vitro e in vivo (De Souza et al., 2016). Além da ação direta no 

controle de pragas há algumas espécies de endófitos que disponibiliza substâncias químicas à 

planta, classificadas como promotoras do crescimento celular, possibilitando o crescimento 

primário e secundário de forma rápida (Herrera et al., 2016) ao mesmo tempo que a protege 

de patógenos. O que limita, ainda, o uso dessa potencialidade dentro da agricultura são os 

riscos de desequilíbrio ambiental, decorrentes da ruptura de interações biológica com a 

introdução de uma espécie exógena no ecossistema nativo e/ou circunvizinhos (Begon et al., 

2007) além do emprego de uma política de manejo sustentável eficiente, o que só será 

realmente efetivo com análises mais apuradas desses possíveis impactos.  

                  Ainda no contexto de combate a patógenos e pragas, o uso de substâncias de 
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endófitos no controle de patologias veterinárias também é algo inovador. O agente etiológico 

da leishmaniose visceral do Velho Mundo, o protozoário Leishmania donovani, foi inibido in 

vitro por substâncias obtidas dos fungos endofítico Fusarium sp. e Aspergillus terreus, 

isolados das espécies Mentha longifolia e Carthamus lanatus (Asteraceae), respectivamente 

(Elkhayat et al., 2015; Ibrahim et al., 2016). No contexto das parasitoses, de grande impacto 

na saúde humana, a malária é uma das infecções que ainda possui elevado índice de 

mortalidade, principalmente em países tropicais como África, Índia e Brasil, e possui forte 

resistência às drogas já usuais como tratamento (Mwangoka et al., 2013). Waterman et al. 

(2014) avaliaram extratos crus e purificados (ativos) de endófitos isolados de mangues com o 

intuito de obter atividade antiparasitária sobre Plasmodium falciparum, obtendo novas 

moléculas com atividade efetiva, mas limitada, na sua maioria, pela alta taxa de toxicidade 

apresentada. Porém, a eficiência da atividade de metabólitos de endófitos foi comprovada em 

estudo anterior (Castillo et al., 2003) e ganha espaço para a produção de drogas mais potentes, 

dentro dessa problemática do controle e erradicação da malária. 

                  Microrganismos endofíticos obtidos de espécies nativas de manguezais como 

Avicennia germinans L., além das propriedades sobre parasitoses, possuem potencialidades 

para reflorestamento desses próprios ecossistemas e de outros considerados tão ameaçados 

principalmente por perturbações antrópicas (Kumar Das et al., 2016). Diante da relação mútua 

de favorecimento do crescimento vegetal, principalmente a partir de substâncias que conferem 

resistência ao estresse e servem como co-fatores enzimáticos (Oteino et al., 2015) em ―troca‖ 

do abrigo ofertado pelo hospedeiro, os endófitos podem ser extremamente eficientes em 

promover o reflorestamento de diferentes ecossistemas, principalmente aqueles que possuem 

capacidade de resiliência tardia e espécies vegetais que têm desenvolvimento lento (Hardoim 

et al., 2015). Podem também proporcionar o crescimento rápido de culturas com biomassa de 

ampla importância energética (Wang et al., 2016). Nesse contexto, os ecossistemas áridos e 

semiáridos são amplamente afetados por fatores ambientais severos, como a baixa 

disponibilidade de água, altas temperaturas, solos com quantidade de sal excessiva e pouca 

cobertura vegetal. Grandes áreas desses ecossistemas, em todo mundo, se encontram em 

processo de desertificação intenso ou severo (Bartuska, 2015), como, por exemplo, o bioma 

Caatinga (Costa et al., 2009) e microrganismos endofíticos nativos são promissores do ponto 

de vista biotecnológico no reflorestamento dessas áreas (Soussi et al., 2016) bem como os 

microrganismos presentes na rizosfera.  
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4.5. Gênero Achaetomium (Chaetomiaceae) 

 

               O gênero Achaetomium, da família Chaetomiaceae, inclui apenas quatro espécies de 

fungos filamentosos: Achaetomium globosum, A. luteum, A. strumarium e A. umbonatum, 

sendo por esse motivo e por ter aspectos morfológicos bastantes similiares ao gênero 

Chaetomium que alguns autores não o consideram como um gênero propriamente formado 

(Rodríguez et al., 2004). Os representantes dessa família estão presentes no solo, ar, e, 

principalmente, em substratos celulósicos. São, na sua maioria, saprófitos de vegetais e de 

matéria orgânica em geral (Umikalsom et al., 1998) e têm ótimo desenvolvimento em 

ambientes com altas temperaturas, como regiões áridas e semiáridas, e de elevada pressão 

osmótica (Wang et al., 2016). Algumas poucas espécies podem ser patogênicas em humanos 

imunossuprimidos (Guarro et al., 1995). Entretanto, a grande maioria, pode ser endófita 

(Panozzo et al., 2013) por estar intimamente associado à raiz na rizosfera (Wang et al., 2016), 

auxiliando no desenvolvimento do vegetal e o protegendo de diferentes tipos de pragas (Moya 

et al., 2016).  

                Metabólitos de endófitos dos gêneros Achaetomium e Chaetomium ganham 

destaque dentro da Biotecnologia (Soni & Soni, 2010) e em outras áreas por possuir 

diferentes propriedades como antitumorais, antimalarial, efeito citotóxico, ação enzimática 

(Fatima et al., 2016), além de anti-reumatóide (Abdel-Azeem et al., 2016). Especificamente 

de espécies de Achaetomium a atividade enzimática de xilanases representa excelente 

alternativa para uso industrial (Zhao et al., 2013). Substâncias de diferentes classes químicas, 

como achaetomisinas, xantonases e antraquinonas, também são comumente produzidas por 

esse gênero, podendo demonstrar forte ação biocida (Selim et al., 2014).  

                Dessa forma o uso de metabólitos derivados de espécies endofíticas do gênero 

Achaetomium apresenta-se como uma possível alternativa no controle de microrganismos em 

biofilmes envolvidos no processo de CMI, apesar de ainda não haver estudos sobre tal 

atividade.   

            

4.6. Produtos naturais no controle da CMI 

 

                 A ideia de utilizar produtos naturais, com intuito de prevenir e controlar a corrosão, 

surgiu a partir de critérios implementados por órgãos ambientais dentro da política de 

prevenção e mitigação de impactos ambientais gerados pelos grandes setores industriais no 



Fundamentação Teórica  
 

Marcelino Gevilbergue Viana. Programa de Pós-graduação em Biotecnologia - RENORBIO 
 56 

mundo todo (Little et al., 2007). A escolha de inibidores de corrosão tornou-se criteriosa no 

ponto de vista ambiental por necessitar atender três importantes pontos: não apresentar 

toxicidade, ou que esta seja relativamente baixa, ser biodegradável ou facilmente degradável, 

e, por fim, não bioacumular (Palou et al., 2014), aliado ainda à perspectiva de mercado, 

atendidas pela sua efetividade e viabilidade econômica (Abdolahi et al., 2014). 

Contraditoriamente, as ideias e os projetos de formulações e a avaliação desses inibidores, 

ambientalmente corretos, não partiram do meio industrial, e sim das instituições de pesquisa e 

ensino, como as universidades e institutos, como ―oferta pronta‖ para os grandes setores 

industriais, como, por exemplo, o de petróleo e gás, que fomenta atualmente projetos de 

grandes impactos nessa área em todo o mundo (Javaherdashti, 2000).  

                 No decorrer da história do uso de inibidores ―amigáveis‖ da corrosão inorgânica a 

veiculação dessas substâncias para controle, em específico da CMI, iniciou-se em paralelo aos 

estudos desse tipo de processo corrosivo provocado (ou influenciado) por microrganismos em 

biofilme (Videla, 2002). Os primeiros bioprodutos foram inicialmente testados a partir da 

década de 70 (Cloete et al., 1998), com proposta inicial de aturem juntamente com os biocidas 

sintéticos, mas nunca de substituí-los, o que ainda é hoje o grande entrave da produção de 

bioprodutos para o mercado: a disputa entra os sintéticos versus os naturais.  

                  Vários tipos de bioprodutos são constantemente avaliados para controle da 

corrosão inorgânica (Raja & Sethuraman, 2008; Finsgar & Jackson, 2014) como também 

microbiológica (Gu, 2003; Chambers et al., 2014). Entretanto, o arsenal de substâncias 

naturais, tomando como exemplo aquelas derivadas de plantas, atualmente usadas na indústria 

ainda é ínfimo comparado às sintéticas, embora o valor dessas ainda sejam substancialmente 

superiores. Esse fato pode ser justificado analisando-se dois importantes aspectos: a disputa 

econômica liderada pela indústria de produtos químicos e o tempo necessário desde a 

formulação do bioproduto até sua disponibilidade no mercado. Tomando como exemplo o 

Brasil, não há nenhum dado substancial e específico que consolide a utilização de bioprodutos 

totalmente natural como forma de biocida para controle da corrosão por uma companhia do 

porte da Empresa Brasileira de Petróleo e Gás – PETROBRAS. De forma geral, as políticas 

para uso de bioprodutos destinado ao setor industrial apesar do seu crescimento, 

principalmente defendido pelas instituições de ensino e pesquisa, ainda necessita de maiores 

investimentos, novas tecnologias e a criação de empresas exclusivas para formulação e 

produção, abrindo caminho para a consolidação, do que pode se tornar, um novo 

empreendimento promissor (Zhao & Wang, 2015).  
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                  Ao se considerar a eficiência dos bioprodutos sob o controle da corrosão, seja ela 

inorgânica ou microbiológica, observa-se que é perfeitamente equiparada ou até mesmo 

superior à ação dos sintéticos, e quando se refere à disponibilidade e a facilidade de obtenção 

são praticamente ilimitados (Ashraf et al., 2013). Considerando como principais bioprodutos 

óleos essenciais e metabólitos de microrganismos endofíticos a gama de espécies 

potencialmente produtora, e as inúmeras moléculas bioativas que podem ser encontradas a 

partir destes para o controle da corrosão microbiológica podem se constituir um novo 

―arsenal‖ de biocidas indiscutivelmente infinito e ainda pouco explorado (Silva & Rodrigues, 

2014).        

   

 

4.6.1. Metabólitos de microrganismos endofíticos: potencialidades para o controle da 

CMI 

 

                   Metabólitos secundários são compostos químicos biossintetizados em pouca 

quantidade, a partir do metabolismo primário dos organismos, e que não apresentam 

aparentemente funções essenciais correlacionadas ao seu desenvolvimento e crescimento 

(Bourgaud, 2001). Entretanto, a síntese dessas substâncias, especificamente por 

microrganismos endofíticos, tem papel essencial de defesa, nas sinalizações químicas 

interespecíficas com o hospedeiro e podem proporcionar defesa à própria planta contra 

parasitas e patógenos, além de induzir o crescimento primário e secundário do vegetal como 

também auxiliar no seu desenvolvimento e processos reprodutivos (Wink, 2010).  

                 Diferentes tipos de classes químicas de metabólitos secundários podem ser 

produzidos por endófitos, na grande maioria com potencialidades biológicas com variados 

fins: terapêuticos, medicinais, fitopatológicos, agroindustriais, alimentícios, entre outros 

(Sudha et al., 2016). Os antibióticos, produzidos principalmente pelo gênero Streptomyces, 

são as biomoléculas mais bem conhecidas, difundidas e de grande impacto social devido seu 

amplo espectro antimicrobiano (Watve et al., 2001). Agentes antitumorais, como o taxol, por 

exemplo, são metabólitos obtidos de endófitos considerados um marco na história da 

medicina diante do impacto dessas substâncias na sobrevida de pacientes e pela possibilidade 

de cura dos mais variados tipos de câncer (Expósito et al., 2009).  

                 Assim, considerando as propriedades dos metabólitos de microrganismos 

endofíticos o uso destes como agentes inibidores de biofilmes geradores de corrosão ou 
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exclusivamente no controle da corrosão inorgânica tende a ser substancialmente consolidados 

futuramente dentro dos setores industriais, ainda que os trabalhos sejam escassos. O potencial 

de metabólitos em inibir in vitro espécies de microrganismos considerados protagonistas da 

corrosão microbiologicamente induzida (CMI) é comprovado para endófitos isolados de 

várias espécies de planta (Muzzamal et al., 2012). Metabólito obtido de endófitos de algas 

marinhas em extrato cru demonstrou inibir fortemente o crescimento de BRS de forma isolada 

em biofilme, bem como a produção de sulfeto por esse tipo microbiano, reduzindo assim a 

taxa de corrosão por perda de massa em aço carbono (Sharad et al., 2016). Em outro ensaio 

utilizando Streptomyces lunalinharesii e outras espécies do mesmo gênero, actinobactérias 

obtida do solo e que também são consideradas endofíticas de muitas espécies vegetais 

(Coombs & Franco, 2003), demonstrou atividade antimicrobiana sobre tipos bacterianos 

aeróbios e anaeróbios envolvidos na CMI, principalmente sobre BRS, agindo na ruptura da 

membrana celular, como também com inibição sobre a taxa de corrosão (Rosa et al., 2013; 

Rosa et al., 2016). Outras propriedades enzimáticas desse composto também foram 

demonstradas, concluindo-se que além de propriedade antimicrobiana os metabólitos de 

endófitos podem apresentar outras potencialidades em associação. Destaca-se que esses 

trabalhos foram considerados pioneiros na verificação da atividade de metabólitos de 

endofíticos sobre microrganismos envolvidos na biocorrosão. 

                   Espécies do gênero Streptomyces, as mais bem elucidadas na literatura, são 

reconhecidas na produção de tipos de substâncias com estrutura química simples e de ampla 

ação antifouling (Xu et al., 2010). As principais substâncias produzidas por esse gênero com 

forte ação antimicrobiana, antifouling e também anticorrosiva são enzimas, principalmente do 

tipo quitinases (Karthink et al., 2015) e substâncias como gramicidinas e compostos da classe 

das furanonas (Xu et al., 2010). Porém, não se deve restringir a produção de metabólitos 

como classificados apenas a essas classes químicas. A gama de espécies endofíticas dos mais 

variados tipos já descobertas e outras centenas ainda não identificadas aumentam 

substancialmente o espectro de classificação química dos metabólitos (Zhang et al., 2006), 

existindo produção de substâncias dos mais variados tipos e classes químicas com as mais 

diversas potencialidades, novas ou não, inclusive como fortes inibidores de corrosão e com 

atividade antibiofilme (Kusari et al., 2015).  

                   Diferentes classes químicas são elencadas como produzidas ou derivadas do 

metabolismo secundário de microrganismos endofíticos além das supracitadas, como 

esteroides, alcaloides, peptídeos e polipeptídeos (Mousa & Raizada, 2013). Entre elas 
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compostos terpenóides, incluindo di e triterpenos, encontrados na grande maioria dos óleos 

essenciais também podem ser produzidos por endofíticos, principalmente fungos, associados 

ou não com espécies de plantas produtoras desses tipos de óleos (Yu et al., 2010). Esses 

compostos possuem forte ação antimicrobiana e alguns podem atuar como inibidores de 

corrosão, como já reportados (El-Bribri et al., 2013; Deyab, 2016). A partir dessas 

propriedades fortalece-se a hipótese da atividade anticorrosiva da grande maioria de 

metabólitos produzidas por endófitos, apesar de ainda existir poucos estudos do uso dessas 

substâncias para tais fins, com enfoque principal sobre a corrosão microbiologicamente 

induzida.    

                  A natureza química do metabólito associado ao tipo de meio e as condições 

ambientais aos quais serão avaliados são fatores que afetam a efetividade dessas substâncias 

assim como os demais inibidores de corrosão de origem natural (Montemor, 2016). Da 

mesma forma, os processos utilizados para a extração e caracterização química, como 

cromatografia gasosa (CG), cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) e ressonância 

magnética (RMN), dos metabólitos podem não ser tão efetivos em revelar a composição 

química exata ou total desses compostos (Wu et al., 2016). Nesse aspecto as dificuldades na 

caracterização química são notórias e podem ser substanciais, principalmente quando se leva 

em consideração o fato de que a grande maioria de compostos derivados do metabolismo 

microbiano pode estar na forma de conjugados, como glicoproteínas, glicolipídeos, entre 

outros, levando à incompleta ou parcial identificação química (Jalgaonwala et al., 2011). 

Além disso, as dificuldades na caracterização química se potencializam quando a espécie 

endofítica é nova, pois não há referência na literatura das possíveis substâncias possivelmente 

produzidas.     

 

4.6.2. Uso de óleos essenciais no controle da CMI 

 

                  Os óleos essenciais são substâncias voláteis, ricas em componentes aromáticos 

derivadas do metabolismo da planta que contribui para inúmeras propriedades de extrema 

relevância ao vegetal, como defesa, proteção e polinização, essa através da atratividade de 

seus agentes (Raut et al., 2014). Inúmeras espécies de plantas em vários ecossistemas no 

mundo são conhecidas por produzirem óleos essenciais, com índices crescentes de cultivo, 

propagação e comercialização em decorrência das propriedades medicinais e terapêuticas, 

com destaque para a ação antimicrobiana, principal bioatividade presente nos óleos essenciais 
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(Ambrosio et al., 2017). A atividade antimicrobiana dos óleos essenciais, sendo assim 

eficiente sobre microrganismos isolados e em biofilme, merece destaque seja pela atuação 

preventiva de formação como de eliminação sobre a comunidade já estabelecida, interferindo 

principalmente no mecanismo de quorum sensing das espécies (Furletti et al., 2011; Myszka 

et al., 2016) e no metabolismo energético (Reichling et al., 2009). O Brasil é um dos países 

mais rico em espécies produtoras de óleos essenciais como reflexo da sua dimensão territorial 

e da sua grande biodiversidade, com destaque para a Amazônia e os biomas Cerrado e 

Caatinga (Alves et al., 2000). Gêneros com ampla distribuição no Sertão nordestino são 

comumente utilizadas pelas populações locais para fins terapêuticos e referência na produção 

de óleos essenciais para a indústria farmacêutica e cosmética (Cartaxo et al., 2010).  

                  Assim como são bastante explorados pela indústria farmacêutica a utilização dos 

óleos essenciais pelo setor químico, como forma de controle da corrosão em diferentes tipos 

industriais, começa a crescer ao longo das últimas décadas (Djouahri et al., 2017). A 

aplicação como inibidores de corrosão não é algo novo (Mann et al., 1936), entretanto os 

primeiros ensaios consolidados na literatura são recentes, iniciando-se a partir da década de 

80 (Saji, 2010), e as patentes oriundas utilizando óleos essenciais como bioproduto pronto ou 

como principal fonte de princípios ativos são ainda relativamente poucas, tomando como caso 

o Brasil. Para controle da CMI as publicações avaliando óleos essenciais ainda são mais 

restritas, salvo para algumas espécies de microrganismos que estão envolvidas direta ou 

indiretamente no processo da biocorrosão e que são avaliadas na maioria das vezes in vitro e 

de forma isolada, sem estar em biofilme (Myszka et al., 2016).  

                 Em um dos poucos trabalhos avaliando óleos essenciais contra tipos microbianos 

específicos envolvidos na CMI, Korenblum et al. (2013) verificaram a ação efetiva do óleo 

essencial de Cymbopogon citratus (capim-limão) sobre BRS em biofilme, demonstrando que 

o principal mecanismo de ação foi a ruptura da parede e membrana celular. O efeito sobre a 

corrosão também foi verificada por testes gravimétricos. Entretanto, os autores não utilizaram 

metodologias mais específicas do estudo da corrosão, como impedância e polarização 

eletroquímica.  

                 Além do óleo essencial de C. citratus os óleos essenciais de Lippia alba e Citrus 

aurantifolia demonstraram também ação sobre alguns principais gêneros de bactérias 

redutoras de sulfato (BRS), com destaque sobre D. alaskensis. A ação isolada dos 

componentes majoritários desses óleos essenciais, como citral e eugenol, demonstrou possuir 

o mesmo percentual de inibição quando comparados ao uso direto dos óleos essenciais (Souza 
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et al., 2017). Da mesma forma, os autores não analisaram a influência sobre a corrosão e os 

ensaios foram realizados in vitro, com as bactérias isoladas, sem estar em associação em 

biofilmes.  

                  A escassez de trabalhos avaliando óleos essenciais no controle da CMI deve-se 

provavelmente a algumas inviabilidades listadas pelo setor industrial, como: o baixo 

rendimento após o processo de extração, demandando grande quantidade de biomassa vegetal; 

alta taxa de volatilidade; insolubilidade em meio aquoso, principal meio de veículo utilizado 

pelas indústrias, além de necessitar de logística operacional específica para aplicação em 

dutos e tubulações (Gunasekaran & Chauhan, 2004). A fim de aumentar o interesse, ou seja, 

de atrair mais a atenção os óleos essenciais passaram a ser formulados em sistemas 

microemulsionados (Solomon et al., 2010), proporcionando significativas vantagens no 

controle da corrosão, inorgânica ou microbiológica, e aumentando o interesse dos setores 

acadêmico e, principalmente, do industrial para uso como biocida verde. A ideia de utilizar 

óleos essenciais em sistemas microemulsionados, que são termodinamicamente mais estáveis 

e confere maior solubilidade em meio aquoso (Salimi et al., 2013), segue o padrão de 

eficiência recomendado para outras substâncias químicas utilizadas como inibidores da 

corrosão e permite ser aplicados em diferentes meios, possibilitando o aumento no rendimento 

do bioproduto, facilitando as forma de manuseio e aplicação; e ampliando o espectro de ação 

decorrente da interação facilitada  sobre microrganismos e/ou materiais (Silva et al., 2017).     

                  As formulações de microemulsões, para óleos essenciais ou não, são 

substancialmente mais avaliadas como forma de controle da corrosão em comparação ao uso 

desses bioprodutos na forma pura. Diferentes tipos de óleo essenciais e não essenciais de 

espécies vegetais, dos mais variados biomas, foram avaliados sobre a corrosão inorgânica 

demonstrando excelentes resultados (Lahhit et al., 2011; Almeida, 2012; Adewuyi et al., 

2014). Também foi validado que o meio corrosivo utilizado afeta o desempenho da atividade 

desses bioprodutos formulados, da mesma forma que os não formulados, em sistemas 

microemulsionados (Pluhár et al., 2016), havendo variações significativas da atividade de 

meio para meio.   

                 Como forma de prevenção e controle da corrosão microbiológica o uso de óleos 

essenciais em microemulsão tem sido sugerido por sua forte ação antimicrobiana, agindo 

diretamente sobre a matriz exopolimérica (EPS), e por interferir na cinética da eletroquímica 

dos materiais (Falkiewiez-Dulik et al., 2015).  
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4.7. Microrganismos endofíticos e a biossíntese de óleos essenciais 

 

                  A presença de endófitos nas espécies vegetais é tão significativa que várias rotas 

metabólicas, químicas e biológicas são direta ou indiretamente influenciadas, alteradas ou 

programadas em decorrência da permanência dessa comunidade microbiana, que vem sendo 

moldada e constantemente modificada ao longo da evolução biológica nesse tipo de interação 

(Spatafora & Bushley, 2015). Desde o primeiro contato, entre a planta e os microrganismos 

externos, várias substâncias de diferentes tipos químicos são produzidas através de uma série 

de reações para proporcionar, de forma inicial, o reconhecimento e a futura colonização. 

Substâncias destinadas à defesa da planta e hormônios vegetais, responsáveis pelo 

desenvolvimento e reprodução (Ludwig-Müller, 2015) possuem rotas metabólicas de 

produção fortemente correlacionadas com o metabolismo dos endófitos, existindo um 

verdadeiro sinergismo intraespecífico (Kusari et al., 2015).   

                 Dessa forma, se rotas metabólicas são influenciadas nesse tipo de interação 

ecológica, a produção de subprodutos químicos derivados do metabolismo vegetal, como os 

óleos essenciais, bem como sua composição química e rendimento podem sofrer influência 

pela presença de microrganismos endofíticos? Essa questão foi confirmada por Giudice et al. 

(2008) ao analisarem que bactérias endofíticas podem influenciar a biossíntese  de óleos 

essenciais, através da metabolização de compostos químicos e fornecimento de precursores 

envolvidos no ciclo, além da permuta gênica entre microrganismos e planta. Contudo, os 

mecanismos exatos de como ocorrem são bastante específicos e dependentes do tipo das 

espécies envolvidas, havendo um amplo campo a ser investigado. 

                 Destaca-se que a influência contrária também é válida, ou seja, microrganismos 

endofíticos são fortemente afetados pela biossíntese de óleos essenciais, possuindo 

distribuição preferencial e peculiar em diferentes estruturas da planta (Silva et al., 2013). A 

propriedade antimicrobiana dos óleos essenciais inicia impondo a seleção dos futuros 

endófitos pela planta (Junker & Tholl, 2013) e limitando, a posteriori, sua distribuição para 

partes mais específicas do vegetal, de forma a não entrar diretamente em contato com células 

especializadas na produção dos óleos essenciais (Miguel et al., 2017). O fator importante, e ao 

mesmo tempo paradoxal, dessa limitação é a localização estratégica que os endófitos 

assumem, mantendo-se de forma mais próxima às células secretoras do óleo essencial e 

viabilizando sua cooperação na biossíntese, ao mesmo tempo em que a maioria dos 

compostos químicos sintetizados é altamente tóxica para suas atividades vitais (Siqueira et al., 
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2011).  O espectro de ação da atividade antimicrobiana dos óleos essenciais pode tornar-se, 

assim, mais potente quando o microrganismo endofítico é identificado pela planta como um 

antigo patógeno na história evolutiva. Há um reconhecimento bioquímico em que limita a 

entrada e proporciona a distribuição desse antigo patógeno a estruturas biológicas mais 

afastadas da biossíntese dos óleos essenciais no interior da planta (Copetta et al., 2006), 

condição contrária do que habitualmente ocorre com endofíticos não considerados patógeno 

antigo. Ainda é difícil detalhar toda essa influência devido à falta de metodologias que 

possibilitem estudar mais profundamente a inter-relação planta-hospedeiro in loco já que a 

simples retirada dos microrganismos para cultivo e experimentação in vitro muda todos os 

tipos de relações anteriormente existentes e consolidadas (Ngoma et al., 2014).     

                  As propriedades medicinais e terapêuticas características dos óleos essenciais 

podem também sofrer alterações na atividade em decorrência da variação na composição 

química ocasionada pela influência dos endofíticos (Aparajita Das et al., 2012). A variação da 

microbiota durante todo o ciclo de vida da planta é apontada por ser um dos fatores 

responsáveis pelas consequentes alterações dessas propriedades (Brader et al., 2014). O 

interesse por biomoléculas que agregam diferentes propriedades bioativas, e sabendo-se da 

influência dos endófitos na sua biossíntese a prospecção de tais microrganismos, aumentou 

consideravelmente nas últimas décadas. Nos estudos realizado por Emiliani et al. (2014) e 

Maida et al. (2014) foi demonstrado que os metabólitos produzidos pela microbiota endofítica 

possuem a mesma potencialidade antimicrobiana do óleo essencial em uma mesma espécie 

vegetal, havendo uma possível similaridade química entre as substâncias presentes nos dois 

bioprodutos. Assim, abre uma possibilidade de existência de recombinação genética direta 

entre planta e endofíticos. Mais recentemente em uma revisão realizada por Jia et al. (2016) 

sobre os propriedades proporcionados pelos endofíticos, verificou-se que as substâncias ativas 

acumuladas no interior do vegetal produzidas pelos endofíticos podem na verdade constituir 

diretamente bioprodutos ―prontos‖, sem nenhuma participação do metabolismo da planta 

hospedeira, ou precursores nas rota de biossíntese. Nessa prerrogativa Kumara et al. (2013) 

relatam que os diferentes compostos químicos produzidos por endófitos pode ser 

consequência da presença de genes próprios, não idênticos ao do hospedeiro, e que a 

similaridade químicas de algumas substâncias seria explicada pela história evolutiva e 

adaptativa entre esses organismos. Destaca-se que microrganismos endofíticos cultivados in 

vitro podem ainda produzir substâncias químicas que nunca produziriam dentro da espécie 

vegetal, sendo o contrário também verdadeiro (Ludwing-Müller, 2015). 
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             O fato é que distinguir o que é produto derivado do metabolismo microbiano entre o 

gerado apenas pela planta ainda constitui tarefa difícil dentro da complexidade dessa interação 

e pela quase inexistência de metodologias apropriadas. Contudo, o uso de ambos em 

associação ou de forma isolada representa substancialmente novas potencialidades 

biotecnológicas que podem ser aplicadas nos mais variados setores.  
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6. Artigos derivados da tese: 

                  Os resultados derivados como produção dessa tese estão estruturados como 

propostas de artigos científicos (submetidos e não submetidos), mostrando detalhadamente as 

metodologias adotadas em cada etapa, como anteriormente descritas na metodologia 

experimental. Os artigos submetidos estão em língua inglesa, atendendo as exigências de cada 

periódico. Já os que não foram submetidos estão em língua portuguesa.  

                A tabela abaixo mostra a divisão desses artigos a partir de cada objetivo proposto:  

 

Tabela 1: Estruturação dos artigos a partir dos objetivos propostos e metodologias adotadas. 

 

Bioproduto Objetivo Metodologia Artigo proposto 

 

--- 

 

Identificação dos microrganismos 

endofíticos 

 

Isolamento dos endofíticos da folha 

e raiz de L. gracilis Schauer 

 

Artigo I: Submetido 

Períodico: Fungal Planet – 

Persoonia. 

   

Metabólitos dos 

endofíticos 

Avaliação da atividade 

anticorrosiva 

Ensaios eletroquímicos e 

gravimétricos 

Artigo II: Não submetido 

Avaliação da atividade biocida Relações espectrofotométricas, 

NMP, pour plate, microgravias 

eletrônicas. 

Artigo III: Não submetido 

 

Óleo essencial  

(in natura) 

Avaliação da atividade biocida 

sobre C. bifermentans e fungos em 

biofilme / Atividade anticorrosiva 

Relações espectrofotométricas, 

NMP, pour plate, micrografias 

eletrônicas / Ensaios eletroquímicos 

e gravimétricos. 

Artigo IV: Submetido 

Períodico: 

MicrobiologyOpen 

Óleo essencial 

(microemulsão) 

Avaliação da atividade biocida e 

anticorrosiva 

NMP, pour plate, micrografias 

eletrônicas / Ensaios eletroquímicos 

e gravimétricos. 

Artigo V: Submetido 

Períodico: 

Materials Chemistry and 

Physics 
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6.1. Manuscrito I: Submetido à Fungal Planet – Persoonia.  

 

Email de submissão encaminhado ao editor Pedro Crous: 

From: Jadson Bezerra <jadsondpb@gmail.com> 

Date: Tuesday, 25 July 2017 at 14:44 

To: Pedro Crous <p.crous@westerdijkinstitute.nl> 

Subject: New species description - FPlanet 

Dear Pedro,  

How are you? 

Please consider this new species description for the next Fungal Planet description 

sheets. 

We are working on the description of the other new species. We will send it for you until 

July 31th. 

If you need anything more, please let me know. 

Dank je wel. 

Best regards, Jadson 

Dr. Jadson Bezerra 

Biólogo / Biologist - CRBio 92.852/05-D 

CV: http://lattes.cnpq.br/0790054254083889 

Micoteca URM / URM Culture Collection 

 

 

 

 

mailto:jadsondpb@gmail.com
mailto:p.crous@westerdijkinstitute.nl
http://lattes.cnpq.br/0790054254083889
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Fungal Planet XXX – X July 2017. 

Achaetomium lippiae M.G. Viana, C.C. Albuquerque, E.S. Santos, J.D.P. Bezerra & Souza-

Motta, sp. nov. 

 

 Etymology. Name refers to the host plant, Lippia, from which this fungus was isolated as 

endophyte. 

 

 Classification — Chaetomiaceae, Sordariales, Sordariomycetes. 

 

Mycelium subhyaline, septate, 2−3 µm wide hyphae. Ascomata superficial and immersed in 

culture, gregarious or solitary, ostiolate, brown to dark brown, globose to subglobose, 122–

159(–256) × 101.5–143(–212) µm. Ascomatal wall brown, textura 

intricata or epidermoidea in surface view. Terminal or lateral hairs not observed. Asci 

fasciculate, cylindrical to subcylindrical, 8-spored, soon evanescent, 35–60 × 8–9.5 μm, short-

stipitate, without apical structures. Paraphyses and periphyses not observed. Ascospores 1-

celled, brown to dark brown, limoniform, 10−16 × 5.5−6.5(−8) µm. Chlamydospores brown, 

globose to subglobose, terminal and intercalary, 10.5−14.5 × 8 µm. Asexual morph not 

observed. 

 

 Culture characteristics — Colonies covering Petri dishes after 2 wk at 25 °C. On PDA, 

colonies with cream to yellowish (light straw) floccose aerial mycelium, reverse straw with 

centre fawn. On MEA, colonies are similar to PDA with reverse straw to amber. On WA, 

colonies with sparse growth and whitish mycelium, reverse uncoloured. 

 

 Typus. BRAZIL, Rio Grande do Norte state, Mossoró municipality, Universidade do 

Estado do Rio Grande do Norte (5º22‘43.85‘‘S and 37º30‘12.25‘‘W), as endophyte from 

Lippia gracilis (Verbenaceae), March 2015, M.G. Viana (holotype URM 90067, culture ex-

type URM 7547, ITS sequence GenBank XXXX, LSU sequence GenBank XXXX, tub2 

sequence GenBank XXXX, MycoBank MB 820711). 

   

Notes — Based on megablast search in GenBank, ITS sequence of the Ach. lippiae 

has 98% of identity to Ach. luteum (CBS 618.68; GenBank KX976571.1), 96% to Ach. 

macrosporum (CBS 152.97; GenBank KX976573.1), and 95% of identity to Ach. strumarium 
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(CBS 333.67; GenBank NR_144811.1), amongst others. On LSU sequence, Ach. lippiae is 

99% (792/797) similar to A. strumarium (CBS 333.67; GenBank AY681170.1), amongst 

others. The tub2 sequence has 95% (400/423) of identity to Ach. luteum (CBS 618.68; 

GenBank KX976912.1), 89% (377/423) to Ach. macrosporum (CBS 152.97; 

GenBank  KX976914.1), and 86% (420/487) to Ach. strumarium (CBS 333.67; GenBank 

AY681238.1). Morphologically, Ach. lippiae is different from Ach. strumarium in size of the 

ascomata ((120–)160–300 µm vs.122–159(–256) × 101.5–143(–212) in A. lippiae), ascomatal 

hairs (3 µm vs. absent in Ach. lippiae), asci (48–78 × 7–11 µm vs. 35–60 × 8–9.5 μm in Ach. 

lippiae), ascospores ((10–)11–13(–13.5) × 6–7.5 µm vs. 10−16 × 5.5−6.5(−8) μm in A. 

lippiae), and chlamydospores (absent vs. present in Ach. lippiae) (Cannon 1986). 

Achaetomium lippiae also differ from Ach. luteum in ascomata size (116.2−182.6 × 

99.6−157.7 μm), asci (37–40.7 μm), and ascospores (8.8–10.3 × 3.7–6.6 μm) (Rai et al. 

1964); and from Ach. macrosporum in ascomata size (140−290 × 110−210 μm), asci (55–80 × 

12–19 μm), and ascospores (16.5–21.5 × 10–13.5 μm) (Cannon 1986). In the phylogenetic 

analyses Ach. lippiae is closely related to Ach. luteum. 

 

 

Marcelino G. Viana, Everaldo S. Santos, Departamento de Engenharia Química, Campus 

Universitário Lagoa Nova, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal, Brazil; 

email: bergvianna@hotmail.com, everaldo@eq.ufrn.br 

 

Cynthia C. Albuquerque, Departamento de Ciências Biológicas,  

Campus Universitário Central, Universidade do Estado do Rio Grande do Norte, Mossoró, 

Brazil; email: cycavalcanti@gmail.com 

 

Jadson D. P. Bezerra, Cristina M. Souza-Motta, Departamento de Micologia Prof. Chaves 

Batista, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brazil; e-mail: jadsondpb@gmail.com, 

cristina.motta@ufpe.br 

 

 

 

Tree legend 

Maximum likelihood tree obtained by phylogenetic analyses of the combined ITS and LSU 

mailto:everaldo@eq.ufrn.br
mailto:cycavalcanti@gmail.com
mailto:cristina.motta@ufpe.br
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rDNA and tub2 sequences. Bootstrap support values from Maximum Parsimony and 

Maximum Likelihood, and Bayesian posterior probabilities, respectively, are indicated at the 

nodes. The new species is indicated in bold face. Chaetomium globosum (CBS 160.62) was 

used as outgroup. 

 

Acknowledgments 

J.D.P. Bezerra and C.M. Souza-Motta acknowledges financial support and scholarships from 

the Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES), the Conselho 

Nacional do Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) and the Fundação de Amparo 

à Ciência e Tecnologia de Pernambuco (FACEPE). 

 

References 

Cannon PF 1986. A revision of Achaetomium, Achaetomiella and Subramaniula, and some 

similar species of Chaetomium. Transactions of the British Mycological Society 87: 45−76. 

 

Rai JN, Tewari JP, Mukerji KG (1964). Achaetomium, a new genus of ascomycetes. Canadian 

Journal of Botany 42: 693−697. 

 

Colour illustrations: 

 

Figure 1: Lippia gracilis Schauer in the Universidade do Estado do Rio Grande do Norte, 

host specie of Achaetomium lippae.  
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Figure 2: Ascomata, ascomatal wall, asci, ascospores, and chlamydospores. Scale bars = 10 

µm. 

 

 

Figure 3: Phylogenetic analyses: Ach. lippiae is closely related to Ach. luteum. 
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6.2. Manuscrito II: 

Inibição da corrosão microbiologicamente induzida (CMI) em aço carbono AISI 

1020 mediada pela ação de metabólitos de endofíticos de Lippia gracilis Schauer 

(Verbeneaceae) 

Marcelino Gevilbergue Viana
1
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2
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Resumo 

       Substâncias derivadas do metabolismo de microrganismos endofíticos possuem amplas 

propriedades de grande interesse biotecnológico, incluindo atividade anticorrosiva e biocida. 

A atividade de metabólitos obtidos de microrganismos endofíticos de Lippia gracilis Schauer 

sobre a corrosão microbiologicamente induzida foi investigada por técnicas eletroquímicas e 

gravimétricas. Os endofíticos foram isolados das raízes e folhas de L. gracilis Schauer, sendo 

identificados como Sordaria tomento-alba, Achaetomium sp. e Clostridium sp. Os resultados 

obtidos em ambos os experimentos em meio salino a 0,5 M, com e sem biofilmes de 

Desulfovibrio vulgaris e Gallionella sp, demonstraram comportamentos diferenciados da 

atividade anticorrosiva dos metabólitos dos endofíticos de L. gracilis Schauer sobre aço 

carbono 1020 AISI a partir das técnicas eletroquímicas e gravimétricas, diferenciando-os do 

controle. De forma geral o metabólito do fungo Sordaria tomento-alba (LGS-Ff1) 

demonstrou maior ação anticorrosiva em ambos os experimentos, diferindo significativamente 

do controle, além de ter propriedades antifouling.  

Palavras-chave: metabólitos, endofíticos, L. gracilis Schauer, Sordaria tomento-alba, 

anticorrosão. 
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1. Introdução 

             Microrganismos endofíticos são reconhecidos na produção de diferentes tipos de 

substâncias químicas com ampla potencialidade, principalmente na formulação de fármacos 

com atividade antimicrobiana (Yu et al., 2010; Yang et al., 2017), antiparasitária (Wiyakrutta 

et al., 2004) e antitumoral (Wang et al., 2000). A relevância dessas propriedades presentes nas 

substâncias derivadas do metabolismo microbiano é estímulo para o aumento na prospecção 

de endofíticos de diferentes ecossistemas no mundo, principalmente naqueles de maior 

pressão evolutiva, os que possuem condições ambientais consideradas mais extremas e 

favoráveis a esse processo (Ricklefs, 2011), como o caso no Brasil do bioma Caatinga, único 

no mundo e caracterizado por altas temperaturas, baixa umidade e pouca pluviosidade ao 

longo do ano (Andrade & Lima, 1999; Brasil, 2005).   

            As espécies de plantas da Caatinga são bem adaptadas ao clima semiárido da região, 

apresentando alterações morfológicas e comportamentais compatíveis à sobrevivência e ao 

sucesso reprodutivo diante das condições ambientais vigentes no bioma (Baldauf et al., 2015) 

Essas peculiaridades adaptativas são também impostas direta ou indiretamente aos endofíticos 

dessas espécies, podendo repercutir, diante dos fatores de pressão adaptativa, em novas 

propriedades presentes nos seus metabólitos, que podem ser utilizados não apenas para fins 

destinados à saúde, mas com novas potencialidades úteis para os diferentes setores industriais 

(Corrêa et al., 2014).  

            A corrosão microbiologicamente induzida (CMI), ou biocorrosão, atinge diferentes 

setores industriais e demanda gastos para prevenção e controle. Apenas na indústria de 

petróleo e gás esse tipo de corrosão, que se apresenta principalmente na forma de pite (Xu et 

al., 2014), atinge praticamente todas as etapas de produção e representa 10% do total dos 

casos dos processos corrosivos existentes, chegando a demanda de 1 a 5% do PIB para 

investimentos anuais em manutenção e reparos pontuais nos países em desenvolvimento e 

subdesenvolvidos (Skovhus et al., 2017). Microrganismos com diferentes vias metabólicas 

pertencentes a grandes grupos bacterianos, como as bactérias redutoras de sulfato (BRS) e 

oxidantes de ferro (BOF), são considerados mediadores simbiontes das principais reações que 

aceleram rapidamente o processo corrosivo, provocando na sua grande maioria a corrosão 

localizada em forma de pites (Videla & Herrera, 2006; Chen et al., 2015; Díaz-Tena et al., 

2016). 

            O expressivo aumento dos casos de corrosão microbiológica na indústria de petróleo e 
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gás em todo o setor produtivo dar-se, principalmente, pelo uso frequente de materiais mais 

baratos em tubulações e dutos, como é o caso do aço carbono, que é mais sensível à corrosão 

quando comparado ao aço inoxidável (Gentil, 2011); aos casos recorrentes de resistência 

microbiana ao uso de biocidas químicos (Blanco et al., 1996), devido à ampla possibilidade 

de recombinação genética dentro da comunidade, bem como pela as modificações estruturais, 

bioquímicas e genéticas geradas pelo processo de quorum-sensing (Choudhary & Dannert, 

2010; Batmanghelich et al., 2017) que refletem também na ineficiência das substâncias 

químicas habitualmente utilizadas.  

            Produtos naturais são considerados relevantes no controle da CMI diante de suas 

características de baixa toxicidade ambiental (Demain, 2014), ação efetiva sob diferentes tipos 

de microrganismos, baixo custo de produção, fácil obtenção e aplicabilidade (Bhattacharya, 

2016), além de proporcionar interferência direta no mecanismo de quorum-sensing do 

biofilme e reduzir significativamente a taxa de corrosão em diferentes tipos de materiais, 

principalmente nos considerados mais sensíveis ao processo corrosivo (Raja & Sethuraman, 

2008; Fletcher et al., 2014).  

            Substâncias derivadas do metabolismo microbiano representam atualmente um cenário 

novo de opções para o controle da CMI. Microrganismos que vivem em associação com algas 

marinhas já são amplamente pesquisados para esses fins (Mathan et al., 2013), porém o uso 

de metabólitos derivados de microrganismos endofíticos para controle da CMI é algo 

praticamente inédito, principalmente aqueles obtidos de espécies do bioma Caatinga. O 

gênero Lippia da família Verbeneaceae possui cerca de 200 espécies com ampla distribuição 

na América do Sul, África e América Central. Suas espécies são conhecidas na produção de 

óleos essenciais com atividades medicinais de uso tradicional, principalmente antimicrobiana 

(Hernández et al., 2000; Oliveira et al., 2006; Sarrazin et al., 2012). Lippia gracilis Schauer, 

também conhecida como ―alecrim-da-chapada‖, é um subarbusto pouco ramificado com 

ampla distribuição no Nordeste brasileiro. Possui atividade antimalarial (Melo et al., 2013) e 

forte ação antimicrobiana atribuída ao seu óleo essencial (Pascual et al., 2001; Albuquerque et 

al., 2006).              

           Várias espécies de endofíticos já foram identificadas presentes no gênero Lippia (Silva 

et al., 2013), algumas produzindo metabólitos com atividade antimicrobiana contra bactérias e 

fungos (Siqueira et al., 2011). Entretanto, a atividade desses metabólitos de endofíticos de L. 

gracilis Schauer ainda não foi avaliada sobre a CMI. Dessa forma, o presente trabalho teve 

como objetivo avaliar a ação antibiofouling de metabólitos de microrganismos endofíticos de 
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L. gracilis Schauer e sua atividade sobre a corrosão do aço carbono AISI 1020, com e sem a 

presença de biofilmes microbianos de Desulfovibrio vulgaris (ATCC) e Gallionella sp. 

(ATCC), através das técnicas de impedância e polarização eletroquímica, teste gravimétrico 

de perda de massa, quantificação do número de pites e análises do estado da superfície do 

material por micrografias eletrônicas de varredura (MEVs).  

 

2. Materiais e Métodos 

2.1. Coleta e Identificação de L. gracilis Schauer 

            Amostras de L. gracilis Schauer foram coletadas em fragmentos do bioma Caatinga 

(5º22‘43.85‘‘Sul – 37º30‘12.25‘‘Oeste) a 150m do nível do mar, localizado na cidade de 

Mossoró, Rio Grande do Norte – Brasil. A identificação da espécie foi realizada pelo biólogo 

taxonomista José Iranildo Miranda de Melo, pesquisador da Universidade Federal Rural de 

Pernambuco – UFRPE, e um exemplar depositado em exsicata no herbário ―Dárdano de 

Andrade‖ da Universidade Federal Rural do Semiárido (UFERSA) com o respectivo número 

de tombo: 12514. As raízes e folhas de L. gracilis Schauer foram coletadas de dois indivíduos 

na mesma área, posteriormente separadas, pesadas e mantidas em sacos de papel para 

isolamento dos microrganismos endofíticos.  

 

2.2. Isolamento e conservação dos microrganismos endofíticos de L. gracilis Schauer  

            O material vegetal foi inicialmente processado após 24 horas da coleta. O isolamento 

foi feito a partir de testes de presença e ausência como também ensaios quantitativos, 

seguindo a metodologia de Melo & Azevedo (1998). Para a primeira avaliação as folhas e 

raízes de L. gracilis Schauer foram coletadas e separadas, retirando-se fragmentos com cerca 

de 10 cm
2
 de cada parte vegetal. Os fragmentos foram desinfestados para a retirada dos 

microrganismos epífitos, sendo lavados inicialmente com etanol a 70% (por 5 minutos), em 

seguida com hipoclorito de sódio a 3% (por 10 minutos) e novamente tratados com etanol a 

70% (por 5 minutos). Por fim, foram lavados com água esterilizada deionizada durante cinco 

minutos para retirada do excesso e alíquotas de 50 µL da última lavagem foram retiradas e 

depositadas em meio de cultura para controle da assepsia. 

            Para o isolamento dos fungos endofíticos o material vegetal desinfestado foi cortado 

em fragmentos pequenos de 01 cm
2
 e distribuídos na superfície dos meios sólidos BDA 

(batata-dextrose-ágar) e Vogel (Vogel et al., 1964) contendo 50 μg/mL do antibiótico 

ampicilina. As placas inoculadas foram incubadas a 28°C até o crescimento dos fungos serem 
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visíveis. Uma porção de cada micélio morfologicamente distinto, que cresceu dos segmentos 

das plantas durante o período de incubação, foi retirada e transferida para placas contendo 

meio BDA sem antibiótico para purificação do isolado. Os isolados de cada fungo foram 

armazenados em meio sólido BDA inclinado a 4º C, em microtubos contendo água destilada a 

4º C e em glicerol (30%) a -70º C, sendo encaminhados à identificação taxonômica.  

            O isolamento das bactérias endofíticas seguiu a metodologia de Lodewyckx et al. 

(2010). Macerou-se cerca de 1g das amostras vegetais desinfetadas em 09 mL de solução 

salina (0.85%) estéril. A suspensão obtida foi diluída serialmente e alíquotas de 0.1 mL de 

cada diluição plaqueada em meio sólido TSA (Ágar-Triptona de Soja) contendo 50 μg/mL do 

antifúngico benomil. As placas inoculadas foram mantidas a 28°C em estufa bacteriológica 

por até 10 dias, sendo o crescimento acompanhado diariamente. Após, o completo 

crescimento bacteriano a taxa de unidades formadoras de colônia (UFC) foi determinada. Por 

fim, a densidade da população de bactérias endofíticos foi estimada pelo peso fresco de cada 

parte vegetal e pelo fator de diluição. As diferentes colônias crescidas foram repicadas e 

transferidas para meio TSA sem antifúngico para purificação do isolado. As bactérias isoladas 

foram armazenadas em meio sólido TSA inclinado a 4º C e em glicerol 30% a -80º C, para 

posterior identificação taxonômica por métodos biomoleculares.       

                 

2.3. Identificação dos endofíticos 

2.3.1. Identificação dos fungos endofíticos 

            Para uma análise morfológica prévia os fungos endofíticos foram cultivados em meio 

de cultura em ágar extrato de malte (AEM) e batata dextrose agar (BDA), sendo mantidos à 

25 ºC por ciclo de fotoperíodo. A extração do DNA foi realizada utilizando kit de purificação 

Wizard® Genomic DNA (Promega, USA) seguindo as orientações do fabricante. Para 

amplificação de parte dos genes LSU rDNA, ITS nrDNA, tef1 e tub2 foram usados primers 

LR0R e LR5 (Vilgalys & Hester, 1990); ITS5 e ITS4 (White et al. 1990); EF3Fd 

(Groenewald et al. 2013) e EF1-2218R (www.aftol.org/pdfs/EF1primer.pdf); Bt2a e Bt2b 

(Glass & Donaldson, 1995), respectivamente. A amplificação do DNA (PCR), o 

sequenciamento e a análise genética das sequências foram realizados seguindo a metodologia 

descrita por Bezzera et al. (2017a e b). 

 

2.3.2. Identificação bacteriana 

            O sequenciamento da subunidade 16S rRNA foi realizada e comparada de DNA. A 
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identificação biomolecular das cepas isoladas foi realizada a partir do sequenciamento do 

gene da subunidade 16S de RNA ribossomal e posterior comparação com o banco de dados de 

seqüências de DNA e proteínas, Genbank, (www.ncbi.nlm.nih.gov).                

            A extração de DNA dos cultivos bacterianos foi realizada com uso do kit MOBio 

UltraClean Microbial DNA®, conforme as instruções do fabricante. O DNA extraído foi 

visualizado por eletroforese em gel de agarose 1% e marcação com SYBR Safe®. A partir do 

DNA obtido após a etapa de extração, o gene de RNA 16S (1500pb) foi amplificado através 

de PCR utilizando os primers universais para bactérias, SAdir 

(5‘AGAGTTTGATCATGGCTCAGA-3‘) e S17rev (5‘-GTTACCTTGTTACGACTT-3‘).              

As reações de amplificação foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 

9700® (Applied Biosystems). As condições de termociclagem foram: um ciclo inicial de 

desnaturação (94°C por 5 minutos); 30 ciclos intermediários de desnaturação (94°C por 30 

segundos), anelamento (55°C por 30 segundos) e extensão (72°C por 30 segundos) e um ciclo 

de extensão final (72°C por 5 minutos).                

            Os produtos de PCR foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose 1% 

com marcação por SYBR Safe e purificados com o kit UltraClean® PCR Clean-up® 

(MOBio). Após purificação, a quantidade e a pureza dos produtos de PCR foram 

determinadas por densidade ótica em espectrofotômetro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis - 

Thermo Scientific). Os produtos de PCR foram enviados para o seqüenciamento, realizado 

pelo Setor de Sequenciamento de DNA (Centro de Estudos do Genoma Humano – USP), em 

seqüenciador automático MEGABACE 1000.                 

           Os resultados do seqüenciamento foram verificados com a ajuda do programa Chromas 

Lite, versão 2.01 (McCarthy, 1996 – www.technelysium.com.au). As seqüências de DNA 

obtidas foram comparadas às seqüências depositadas no banco de dados de seqüências de 

DNA e proteínas, Genbank, (www.ncbi.nlm.nih.gov). As similaridades entre as seqüências 

foram analisadas pelo programa BLASTn (Basic Alignment Search Tool).  

 

2.4. Crescimento dos microrganismos endofíticos em biorreator e obtenção dos 

metabólitos  

            Os microrganismos endofíticos mais prevalecentes nas amostras dos isolados das 

folhas e raízes de L. gracilis Schauer foram conservados e mantidos em coleção 

microbiológica. De cada fungo foi retirado pequenos discos miceliais de 6 mm de diâmetro, 

postos em contato com 500 mL de meio líquido BD (batata-dextrose) com pH a 4.5 em 
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Erlenmyers e submetidos à agitação de 50 rpm em aparelho shaker por dez dias a 35º C para a 

produção do caldo fermentado. Já para as bactérias cada cepa pura obtida foi repicada para 

meio caldo nutriente com pH 7.0, ajustado o inóculo a 0.5 na escala McFarland (1.5 x 10
8
 

UFC/ml) após 48 horas de crescimento e centrifugados a 5000 rpm por cinco minutos. Os 

pellets obtidos foram depositados separadamente em 50 ml de meio caldo nutriente (pH 7.0) 

em Erlenmyers e mantidos em agitação de 50 rpm/minuto por sete dias a 25º C em aparelho 

shaker. 

            Após crescimento fúngico e bacteriano em biorreator, o caldo fementado foi 

homogeneizado vigorosamente, filtrado em membrana de papel (Whatman n
o
 1 – 0.22 μm) e 

centrifugado a 4.000 rpm por cinco minutos. O sobrenadante foi novamente centrifugado a 

5.000 rpm por cinco minutos, filtrado e por fim liofilizados (Free Zone 4.5), sendo mantido 

em recipientes fechados à temperatura ambiente.  

            Foram obtidos quatro metabólitos: três de fungos (LGS-Ff1, LGS-Ff2 e LGS-Rf1, 

onde ―LGS‖ para Lippia gracilis Schauer, ―F‖: folha; ―f‖: fungo e ―R‖ para raiz) e um de 

bactéria (LGS-Rb1, onde ―LGS‖ para L. gracilis Schauer, ―R‖: raiz e ―b‖: bactéria). A 

caracterização dos metabólitos foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a 

espectrofotômetro de massa (CG-EM) e por ressonância magnética (RMN) para identificação 

das biomoléculas presentes e definição química geral apenas para aqueles metabólitos que 

demonstraram possuir atividade anticorrosiva.  

 

2.5. Ensaios de corrosão 

2.5.1. Preparação dos biocupons de aço carbono AISI 1020 

           Os biocupons de aço carbono AISI 1020 (0.16 C; 0.63 Mn; 0.0012 P; 0.031 S; 0.012 

Si; 0.01 Cu; 0.03 Cr; 0.01 Ni e o restante ferro) com dimensões de 7.0 x 2.5 cm foram 

inicialmente tratados para retirada dos produtos de conservação e impurezas com sucessivos 

polimentos com lixas de 400, 800, 1000 e 1200 graus e depois lavados com água destilada 

deionizada. Posteriormente foram secos, passados pelo processo de ultrasonificação 

(UltraCleaner 1600A® - Skymen) utilizando dicloroetileno por 15 minutos, seguido de 

lavagem com álcool etílico e acetona, respectivamente, e retirada do excesso com água 

destilada deionizada. Depois foram colocados novamente em banho ultrassom por 15 minutos 

seguindo o mesmo procedimento. Por fim foram cortados em forma circular, conectados a 

eletrodos e revestidos com resina, expondo uma área de 2,5 cm de raio ao meio. 
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2.5.2. Ensaios experimentais 

           A eficiência dos metabólitos dos endofíticos de L. gracilis Schauer sobre a corrosão do 

aço carbono 1020 AISI foi analisada em dois diferentes experimentos utilizando biocupons 

com e sem a presença de biofilmes microbianos, respectivamente.  

 

2.5.2.1. Ensaio com biofilmes microbiano 

            Para o primeiro ensaio as cepas de D. vulgaris e Gallionella sp. (ATCC) foram 

fornecidas liofilizadas pelo Laboratório de Biocorrosão e Biodegradação (LABIO) do 

Instituto Nacional de Tecnologia – INT, localizado no Rio de Janeiro – RJ, Brasil. A 

reativação das cepas seguiu metodologias diferenciadas de acordo com o metabolismo típico 

de cada espécie, utilizando meios de cultura específicos e condições de prevalência ou não de 

oxigênio. A bactéria redutora de sulfato Desulfovibrio sp. foi mantida em meio de cultura 

Postgate E (Postgate, 1984) a 35º C por três semanas em condições de anaerobiose para pleno 

crescimento, identificado pela presença de sulfeto. Posteriormente, cerca de 1.0mL foram 

retirados e adicionados em frascos vedados contendo Postgate E, purgados com N2 para 

retirada do oxigênio. Já a bactéria oxidante de ferro, Gallionella sp., foi reativada em meio 

citrato férrico amoniacal (10g citrato férrico amoniacal; 0.5g (NH4)2SO4; 0.2g CaCl2.6H2O; 

0.5g MgSO4.7H2O; 0.5g NaNO3; 0.5g K2HPO4/1000mL de água), a 30º C durante duas 

semanas em condições aeróbias, porém protegidas da luz. Após o período de crescimento de 

cada bactéria os inóculos foram padronizados (10
7
 células/ml) e adicionados juntamente em 

recipientes Erlenmyers fechados contendo 150 ml de água de produção de petróleo 

devidamente esterilizada e com pouca quantidade de oxigênio disponível. Posteriormente, os 

biocupons foram inseridos em contato com os inóculos bacterianos e mantidos suspensos 

durante duas semanas em aparelho shaker (50 rpm/minuto a 35º C) para obtenção dos 

biofilmes microbianos.             

            Após a obtenção dos biofilmes os biocupons foram retirados do aparelho shaker e 

expostos ao meio corrosivo com cloreto de sódio (0.5% NaCl) adicionado com cada 

metabólito separadamente em célula eletroquímica. O meio corrosivo utilizado foi produzido 

com NaCl puro (P.A) na concentração de 0.5M e água destilada deionizada esterilizada, e os 

tratamentos consistiram em diferentes concentrações de cada metabólito (0, 100, 150 e 200 

µg/L) avaliadas sob a corrosão em aço carbono 1020 AISI contendo biofilme por uma hora de 

contato. Como controle negativo da atividade anticorrosiva foi utilizada solução salina a 

0.5M.   
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            A ação de todos os metabólitos juntos (LGS-AM), na maior concentração (200 µg/L), 

também foi avaliada, sendo utilizada a mesma variável de tempo que o ensaio anterior. Como 

controle negativo foi utilizada apenas solução salina (0.5M).  

 

2.5.2.2. Ensaios sem biofilmes microbianos 

            No outro ensaio, diferentemente, os biocupons foram diretamente expostos ao meio 

corrosivo em célula eletroquímica adicionado com cada concentração dos metabólitos 

separadamente, avaliando assim a influência dos metabólitos sobre a corrosão em aço carbono 

1020 AISI sem a presença de biofilmes microbianos. Os tratamentos e o tempo de contato 

foram os mesmos do ensaio anterior.  

 

2.5.3. Eficiência da inibição da corrosão 

2.5.3.1 Ensaios eletroquímicos 

            Os ensaios de corrosão foram realizados em célula eletroquímica convencional 

utilizando cloreto de sódio (NaCl) a 0.5 M como meio corrosivo e três eletrodos, sendo o 

eletrodo de trabalho o substrato de cobre revestido com as respectivas ligas, o Ag/AgCl como 

eletrodo de referência e platina como contra eletrodo. A eficiência da inibição da corrosão em 

aço carbono AISI 1020 mediada por diferentes concentrações dos metabólitos (0, 100, 150 e 

200 µg/L) dos endofíticos de L. gracilis Schauer foi avaliada por técnicas de dinâmica de 

potencial usando potensiostato/galvanostato Autolab® modelo PG STATE 204 acoplado com 

software NOVA versão 1.11 para aquisição e tratamento dos dados.  

            As técnicas empregadas foram Polarização Potencialdinâmica Linear (PPL) e 

Espectroscopia de Impedância Eletroquímica (EIE). Para a obtenção das curvas de 

polarização foram realizadas varreduras de potencial abaixo e acima de 300 mV em relação 

ao potencial de circuito aberto (ECA) a uma velocidade de 01 mV/s por uma hora de imersão. 

As análises por espectroscopia foram feitas em potencial de circuito aberto à temperatura 

ambiente de 25 ºC na faixa de frequência de 10000 Hz a 06 MHZ. O método da extrapolação 

das retas de TAFEL foi utilizado para obtenção das curvas e taxas de eficiência da inibição da 

corrosão (IE) de acordo com a equação (1): 

 

      
                 

     
                                 Equação 1        

 

Onde Icorr e Icorr(inh) são as correntes de densidade da corrosão do aço carbono AISI 1020 
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na ausência e presença de cada metabólito, respectivamente.   

            O fenômeno de adsorção dos metabólitos sobre a superfície do aço carbono 1020 AISI 

também foi calculado pela isoterma de adsorção de Langmuir, dada pela equação (2): 

 

 
 

 
  

 

 
                                                         Equação 2 

 

            O ângulo de cobertura da superfície (θ) foi calculado pelas taxas de inibição da 

corrosão obtidas pelos dados das curvas de polarização, ―C‖ representa a concentração de 

cada metabólito em µg/L e ―K‖ é a constante de equilíbrio de adsorção. 

 

2.5.3.2 Testes gravimétricos 

2.5.3.2.1. Ensaio de corrosão por perda de massa 

            Ensaios gravimétricos por perda de massa também foram realizados fora da célula 

eletroquímica para validar a eficiência dos tratamentos na presença e ausência de biofilmes. 

Os corpos de provas foram retirados dos Erlenmyers logo após 72 horas de contato com cada 

metabólito, realizada a decapagem dos biofilmes microbianos e devidamente enxaguados com 

água e acetona, sendo por fim secos com jato de ar quente. Os biocupons sem biofilmes foram 

diretamente tratados da mesma forma. A perda de massa foi calculada pela seguinte equação 

(3) dada pela NACE TM-0193: 

 

       
 

   
                       Equação 3 

 

Onde: CR é a taxa de corrosão, W: perda de massa (mg), d: densidade do biocupon (g/cm
3
), 

A: área exposta do biocupon (cm
2
) e ―t‖ sendo o tempo de exposição (horas). 

           A densidade do aço carbono AISI 1020 foi considerada 7.86 g/cm
3
 de acordo com a 

NACE-International Institute. As taxas de corrosão foram obtidas em milímetro de 

penetração por ano (mma), unidade que indica penetração e profundidade do ataque 

corrosivo. Cada experimento foi repetido três vezes sob as mesmas condições (à temperatura 

ambiente) e as diferenças relativas entre as replicatas foram menores do que 5%, indicando 

boa reprodutibilidade. A média foi obtida a partir dos valores das três replicatas e realizada 

análise de variância a partir dos diferentes tempos de contato com os metabólitos. Como 

controle positivo foi utilizado apenas o contato de cada biocupon com água destilada e como 
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negativo solução salina a 0.5M. 

 

2.5.3.2.2. Análises de superfície e quantificação do número de pites 

            A quantificação do número de pites também foi realizada em ambos os experimentos, 

seguindo a metodologia empregada pela NACE – Internt. Inst. (2000) e Chen et al. (2015) 

através da análise por micrografias obtidas das superfícies dos biocupons com as médias do 

número de pites obtidas por um software de contagem padrão. Os dados foram analisados 

pelo teste de Tukey a 5% (P<0,05). Para a obtenção das micrografias eletrônicas os biocupons 

foram inicialmente lixados, em seguida lavados com água destilada, álcool (P.A) e secos em 

dessecador comercial. Por fim, foram imersos em solução salina a 0.5M contendo cada 

metabólito na concentração de 200 µg/L por 180 minutos. Como controle foi utilizado apenas 

solução salina (0.5M). Após o período de contato os biocupons foram retirados do meio 

corrosivo, secos e obtidas as micrografias eletrônicas.   

 

3. Resultados e Discussão 

3.1. Microrganismos endofíticos obtidos 

            Baseado na morfologia e pesquisas no GenBank (NCBI) usando diferentes sequências 

de DNA, foi possível identificar os isolados LGS-Ff2 e LGS-Ff3 como Sordaria tomento-

alba Cailleux e o isolado LGS-Ff1 como Chaetomium sp.  

            A pesquisa realizanda no GenBank, usando sequências da região LSU dos fungos 

LGS-Ff2 e LGS-Ff3, mostrou que esses isolados estão proximadamente relacionados com 

Sordaria brevicollis (FR774288; Semelhança 797/797(100%), gaps 0/797(0%)), Sordaria 

tomentoalba (AY681161; Semelhança 797/797(100%), gaps 0/797(0%)), entre outros. O 

sequenciamento usando sequências ITS mostrou semelhança com Sordaria tomentoalba 

(AY681195; Semelhança 540/544(99%), gaps 2/544(0%)), Gelasinospora tetrasperma 

(NR_077163; Semelhança 535/541(99%), gaps 1/541(0%)), entre outros. Sequenciamento de 

tef1 também mostrou semelhança com Sordaria tomentoalba (FR774391; Semelhança 

484/489(99%); gaps 0/489(0%)), Sordaria sclerogenia (FR774390; Semelhança 

447/489(91%), gaps 7/489(1%)), Sordaria brevicollis (FR774387; Semelhança 

448/491(91%), gaps 6/491(1%)), e baixa compatibilidade com outras espécies dos gêneros 

Neurospora e Gelasinospora. A partir do sequenciamento de tub2, os isolados LGS-Ff2 e 

LGS-Ff3 foram relacionados com maior proximidade à Sordaria tomentoalba (AY681229; 

Semelhança 482/496(97%), gaps 2/496(0%)), seguida à Sordaria sclerogenia (FR774341; 
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Semelhança 451/468(96%), gaps 1/468(0%)), e baixa correlação com outras espécies dos 

gêneros Sordaria, Neurospora e Gelasinospora. 

            Com o sequenciamento da região LSU e pesquisas no banco de dados (GenBank) o 

isolado LGS-Ff1 mostrou-se mais aproximado com Chaetomium strumarium (AY681170; 

Semelhança 792/797(99%), gaps 1/797(0%)), Chaetomium globosum (JX280684; 

Semelhança 789/797(99%), gaps 1/797(0%)), e com outras espécies Chaetomium. O 

sequenciamento da região ITS também demonstrou relação proximada a Chaetomium sp. 

(HQ607809; Semelhança 564/587(96%), gaps 8/587(1%)), Chaetomium strumarium 

(AY681204; Semelhança 562/592(95%), gaps 13/592(2%)) e KP941089 (semelhança 

438/460(95%), gaps 8/460(1%)), além de outros. Com base no sequenciamento de tef1 o 

isolado apresentou baixa identidade (menor que 93%) com diferentes gêneros, incluindo 

Neurospora, Gelasinospora, Sordaria, entre outros. Da mesma forma o sequenciamento de 

tub2 mostrou muito baixa identidade com Chaetomium strumarium (AY681238; Semelhança 

420/487(86%), gaps 7/487(1%)), com outras espécies desse gênero e com outros gêneros. A 

partir dessas análises o isolado LGS-Ff1 foi considerado ser uma nova espécie do gênero 

Achaetomium. 

            Em relação à identificação de bactérias o único gênero identificado pelo 

sequenciamento da região ribossomal 16S foi Clostridium, identificado com 99% de 

similaridade de acordo com o GenBank. Porém, a espécie não foi definida, sendo classificada 

com Clostridium sp., isolada de ambas as partes de L. gracilis Schauer e com maior 

prevalência na raiz (54%), considerada a principal ―porta‖ de entrada dos microrganismos da 

rizosfera, futuros endofíticos (Melo & Azevedo, 1998).     

            A prospecção de microrganismos endofíticos do gênero Lippia tem sido realizada em 

algumas espécies, principalmente para obtenção de metabólitos com fins antimicrobianos 

(Malhadas et al., 2017). Porém, especificamente de L. gracilis Schauer não há, até o presente 

momento, nenhum levantamento dos seus principais microrganismos endofíticos, sendo esse 

trabalho também relevante nesse aspecto. Diversos gêneros de bactérias e fungos endofíticos 

de L. sidoides Cham. foram isolados e devidamente identificados (Silva et al., 2013), mas 

nenhum similar aos aqui obtidos das folhas e raiz de L. gracilis Schauer. As espécies Sordaria 

tomento-alba, Achaetomium sp e Clostridium sp. foram identificados nesse trabalho de forma 

pioneira como microrganismos endofíticos também presentes no gênero Lippia.   

    

3.2. Metabólitos obtidos 
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            Dos quatro metabólitos obtidos três destes (LGS-Ff1, LGS-Ff2 e LGS-Rb1) 

demonstraram possuir atividade anticorrosiva sobre aço carbono AISI 1020 pelas técnicas 

empregadas e apenas esses que demonstraram atividade foram caracterizados e identificados 

quimicamente por cromatografia gasosa acoplada a espectrofotômetro de massa (CG-EM) e 

por ressonância magnética (RMN). O LGS-Ff1 foi obtido do fungo Sordaria tomento-alba e o 

LGS-Ff2 de Chaetomium sp. O LGS-Rb1 refere-se ao metabólito obtido da bactéria 

Clostridium sp. 

            Os resultados prévios revelaram que o metabólito LGS-Ff1 foi classificado como um 

ácido, com grupo funcional amina (Fig. 1a). Os ácidos, com grupo amina funcional, na sua 

maioria, podem apresentar propriedade antioxidante (Thomas et al., 2015). Espécies do 

gênero Sordaria são utilizadas na produção de lactato a partir da obtenção de suas enzimas 

com atividade na redução desse ácido (Kim et al., 2016), demonstrando que essas espécies 

possuem rotas relacionadas à metabolização e/ou produção de ácidos.   

            Já o metabólito obtido do fungo endofítico Achaetomium sp. (LGS-Ff2) foi 

identificado como carboximetilcelulose, de forma molecular CH2CO2H (Fig. 1b), um 

polímero derivado da celulose, bastante solúvel em água e facilmente degradada por 

microrganismos (Togrul & Arslan, 2003). A utilização de microrganismos para metabolização 

desse carboidrato é habitualmente frequente na produção de biocombustível (Roohina et al., 

2016) e a obtenção de enzimas a partir de novas espécies de fungos e bactérias para esse 

processo constitui algo recorrente diante do crescimento da indústria de energias renováveis. 

Entretanto, a produção de carboidratos diretamente do metabolismo microbiano é algo restrito 

a algumas espécies, salvo às de endofíticos (Mahapatra & Banerjee, 2013) que podem auxiliar 

as plantas na sua estruturação e resistência de suas partes a partir da produção interna de 

carboidratos na relação complexa entre hospedeiro e endofíticos (Ryan et al., 2015). O fungo 

Achaetomium sp. é comumente utilizado na produção da xilanase, de grande importância para 

fins industriais (Zhao et al., 2013), e aqui enfocamos um novo potencial para essa espécie 

endofítica obtida da folha de L. gracilis Schauer: a produção de carboximetilcelulose, que 

pode ser empregado como matéria prima para diferentes setores, especialmente para a 

indústria de biocombustível.   

            O metabólito obtido da bactéria endofítica Clostridium sp. foi identificado como um 

dos tipos das cefalosporina (Fig. 1c), classe de antibióticos bastante utilizada comercialmente 

(Boeckel et al., 2014). A produção dessa substância é comumente obtida a partir de processos 

fermentativos que pode utilizar diferentes tipos de microrganismos, incluindo os que habitam 
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o interior de algas (Silber et al., 2016). As rotas metabólicas empregadas por microrganismos 

para a síntese de cefalosporinas utilizam carboidratos condensados com ácidos gerando a 

penicilina G, o precursor para as demais reações metabólicas, todas influenciadas por 

temperatura e pH (Luo et al., 2017). Apesar de ser considerada uma espécie patogênica em 

algumas circunstâncias (Dapa et al., 2012) e estar envolvida em casos de biocorrosão 

(Palaniappan & Toleti, 2016), a bactéria endofítica Clostridium sp. obtida da raiz de L. 

gracilis, demonstrou produzir em biorreator uma importante substância com possível 

propriedade antimicrobiana, principalmente sobre bactérias multirresistentes (Tang et al., 

2017). Fatores ambientais em que a planta hospedeira está submetida bem como ataque de 

patógenos e parasitas influenciam fortemente as rotas metabólicas da planta e dos seus 

microrganismos endofíticos, gerando subprodutos relacionados direta ou indiretamente com o 

tipo de resposta da planta às ações externas (Bacon et al., 2016).  É fato que os endofíticos 

respondem diretamente ao ataque de parasitas na planta a partir da produção de substâncias, 

geralmente com atividade antimicrobiana, principalmente obtida de bactérias (Zhou et al., 

2016).    

 

3.3. Eficiência da inibição da corrosão 

            Os resultados obtidos em ambos os experimentos em meio salino a 0.5 M, com e sem 

biofilmes, demonstraram comportamentos diferenciados da atividade anticorrosiva dos 

metabólitos dos microrganismos endofíticos de L. gracilis Schauer a partir das técnicas aqui 

empregadas para o aço carbono 1020 AISI, diferenciando-os do controle. De forma geral o 

metabólito do fungo Sordaria tomento-alba (LGS-Ff1) demonstrou maior ação anticorrosiva 

em ambos os experimentos. Já nos ensaios avaliando a ação dos três metabólitos em 

associação (LGS-AM) não houve atividade significativa sobre a corrosão em aço carbono 

AISI, com biofilme, pelas técnicas de polarização e impedância eletroquímicas aqui 

empregadas, não diferindo estatisticamente do controle na concentração avaliada.  

 

3.7.1. Ensaio com biofilmes microbiano  

            Nos ensaios de polarização eletroquímica a ação dos metabólitos foi diferenciada entre 

si e em relação ao controle em ambos os experimentos. Os parâmetros eletroquímicos obtidos 

das curvas de Tafel a partir da presença e ausência dos metabólitos mostraram que no ensaio 

com a presença de biofilmes microbianos houve nítida diferença da ação de todos os 

metabólitos em relação ao controle na maior concentração avaliada (200 µg/L), sendo 
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reduzida a densidade da corrente com o aumento do potencial eletroquímico (Tabela 1).  

            As curvas de polarização anódica e catódica mostram diminuição da densidade de 

corrente em ambos os ramos, com maior inibição no catódico (Fig. 2). Houve diminuição da 

corrente por ação dos metabólitos LGS-Ff1 e LGS-Rb1 em relação ao controle, tendo taxas de 

eficiência na inibição da corrosão (IE) de, aproximadamente, 44 e 24%, respectivamente, 

sendo LGS-Ff1 de maior atividade na maior concentração avaliada (200 µg/L) sobre aço 

carbono AISI 1020 com presença de biofilme. O metabólito LGS-Ff2 não demonstrou 

eficiência significativa na inibição da corrosão apesar de diminuir consideravelmente o 

potencial de corrosão (Ecorr). É fato que a presença por si só de microrganismos, em biofilmes 

ou não, sobre a superfície de materiais reduz o Ecorr a níveis significativos (Jack et al., 1992) 

como pode ser observado em todos os tratamentos aqui avaliados. Há uma correlação direta 

entre a diminuição do potencial de corrosão com o aumento no número de microrganismos e 

presença de substâncias poliméricas extracelulares em biofilmes (Baeza et al., 2013). Dessa 

forma a ausência da atividade do metabólito LGS-Ff2 pela técnica de polarização 

eletroquímica sobre biofilmes e sobre a consequente inibição da corrosão pode ser confirmada 

pela elevação na intensidade da corrente (Icorr = 4,30) e não por afetar unicamente o Ecorr. 

            Dentre os metabólitos avaliados apenas o obtido de Clostridium sp. (LGS-Rb1) agiu 

aumentando as constantes de Tafel anódica e catódica, sugerindo que o mecanismo de ação 

dessa substância, nesse ensaio, seja pela direta interação e adsorção com o biofilme na 

superfície do aço carbono. Entretanto, o aumento dessas constantes por si só não indica 

efetividade da substância na inibição da corrosão (Torres et al., 2016). O LGS-Ff1 apesar de 

não aumentar essas constantes foi significativamente mais eficiente que o LGS-Rb1, 

expressados pelo valor de IE. Provavelmente o metabólito de S. tomento-alba tenha agido 

apenas destruindo o biofilme por suas propriedades de ação biocida, porém não adsorvendo 

completamente sobre a superfície exposta do aço após a eliminação da comunidade 

microbiana, como pode ter ocorrido contrariamente por ação do LGS-Rb1. Como resultado a 

redução na intensidade da corrente deu-se provavelmente pela eliminação da comunidade 

microbiana e/ou pela baixa concentração do LGS-Ff1 adsorvida à superfície. Porém, para 

avaliar realmente a adsorção dessas substâncias seria necessário obter nesse ensaio as 

isotermas de adsorção, que não foram obtidas pela ausência de variação da concentração dos 

metabólitos. 

            O LGS-Ff1, por ser quimicamente definido como um ácido, tem característica de 

molécula que pode ser anfótera e sua solubilidade e ionização dependem dos valores de pH e 
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pKa dos seus grupos aminos e carboxílico no meio, sendo preferencialmente dissolvida em 

substâncias também de caráter ácido (Tenjarla, 2015). Como a água de produção de petróleo é 

uma mistura complexa de substâncias, rica em sais e de pH relativamente ácido (Motta et al., 

2013) a dissolução dessa molécula no meio foi possivelmente facilitada, ampliando sua ação 

biocida a partir da maior interação com o biofilme microbiano. A redução do potencial de 

adsorção nesse caso deve-se ter ocorrido pela presença da comunidade microbiana sobre a 

superfície do aço carbono, já que, é reconhecido na literatura, a capacidade de adsorção dessa 

substância em diferentes materiais (Zadeh & Kohansal, 2012).    

            Nos ensaios de impedância eletroquímica a ação dos metabólitos de endofíticos de L. 

gracilis Schauer em meio salino (0.5M) sobre aço carbono 1020 AISI com presença de 

biofilme microbiano também foi diferenciada entre si, apresentando diagramas variáveis. A 

Figura 3 mostra os diagramas de impedância eletroquímica a partir do modelo de Nyquist do 

aço carbono 1020 AISI em meio salino a 0.5M na presença e ausência dos metabólitos de 

microrganismos endofíticos de L. gracilis Schauer na concentração de 200µg/L. Na ausência 

dos metabólitos (controle) e na presença do LGS-Rb1 há formação de arcos praticamente 

iguais, não havendo diferença significativa de resistência de transferência de carga (Rct) 

(Tabela 2). Diferentemente, na presença dos metabólitos LGS-Ff1 e LGS-Ff2 há aumento da 

dimensão dos arcos representando aumento da Rct, o que nesse caso representa diminuição da 

área ativa em decorrência da adsorção da substância sobre a superfície do material, 

corroborando com os resultados de polarização eletroquímica e concluindo que o metabólito 

LGS-Rb1 não foi eficiente na redução da corrosão nesse ensaio. Porém, o LGS-Ff1 

apresentou melhor eficiência quando comparado ao LGS-Ff2 (n%: 67,13 e 16,95, 

respectivamente) e apesar de maior eficiência de ambos em relação ao controle não houve 

continuidade dos arcos gerados por ação desses metabólitos na presença de biofilme, 

mostrando possível rompimento do filme protetor, que é gerado pela adsorção da maioria das 

substâncias orgânicas sobre a superfície do material ao término do tempo de contato (Mourya 

et al., 2014; Faustin et al., 2015), inibindo a corrosão.   

            Microrganismos isolados ou em biofilme tendem a aumentar a Rct e o ângulo da fase 

com o passar do tempo de permanência ou desenvolvimento da comunidade microbiana sobre 

a superfície de materiais (Babauta et al., 2012). Aqui verificamos a partir da formação dos 

arcos e pela nítida diferença em relação ao controle que houve realmente ação dos metabólitos 

LGS-Ff1 e LGS-Ff2 sobre a inibição da corrosão mesmo na presença de biofilmes. O LGS-

Ff1 reduziu a corrosão em consequência da eliminação do biofilme microbiano em 
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decorrência da sua possível ação antibacteriana, mesmo em baixa concentração, e o polímero 

carboximetilcelulose, apesar de não apresentar atividade antimicrobiana reconhecida, salvo 

quando modificada estruturalmente (Hashem et al., 2013) ou agregada a outras substâncias 

(Zhong et al., 2013), possui forte ação anticorrosiva comprovada principalmente devido a 

forte adsorção ao material, formando um filme protetor (Umoren et al., 2010; Kesavan et al., 

2012), como discutido anteriormente.  

            Por outro lado o rompimento dos arcos deve-se provavelmente a ineficiência parcial 

da concentração utilizada nos ensaios. Concentrações maiores desses metabólitos 

provavelmente possam formar e manter os arcos por mais tempo, já que o aumento da 

concentração de carboximetilcelulose (LGS-Ff2) mostra-se influenciar a sua atividade 

anticorrosiva, otimizando-a (Solomon et al., 2010). 

            Os resultados da ação dos metabólitos em associação (LGS-AM), na presença de 

biofilme, demonstraram não ser eficiente sobre a inibição da corrosão em aço carbono AISI 

1020 na concentração avaliada (200 µg/L).  Os parâmetro cinéticos obtidos a partir das curvas 

de polarização para aço carbono 1020 AISI em solução salina a 0.5M contendo os metabólitos 

de microrganismos endofíticos de L. gracilis Schauer em associação (LGS-AM) 

demonstraram que não houve redução da corrente com o aumento do potencial (Tabela 3). Ao 

contrário, o uso de LGS-AM aumentou consideravelmente a intensidade da corrente em 

relação ao controle, não havendo eficiência de inibição da corrosão. A Figura 4 mostra as 

curvas de polarização obtidas a partir do contato de LGS-AM com aço carbono AISI 1020 

contendo biofilme. Não houve diferença nas constantes anódica e catódica por ação de LGS-

AM, não diferindo estatisticamente do controle. Apesar da ação de metabólitos de endofíticos 

de L. gracilis Schauer não ter sido ainda verificada na literatura, sabe-se que o uso de 

produtos naturais em associação pode ampliar a ação de inibição da corrosão (Abd-El-Nabey 

et al., 2016). Entretanto, o uso de metabólitos de microrganismos endofíticos de L. gracilis 

Schauer em associação não foi eficiente na inibição da corrosão em aço carbono 1020 AISI 

contendo biofilmes de D. vulgaris e Gallionella sp. na concentração de 200 µg/L e no 

respectivo meio avaliado (NaCl 0.5M). Possivelmente, os metabólitos quando combinados 

não tiveram ação biocida efetiva, o que é comum para outras substâncias naturais quando 

associadas (Moloney, 2016).  

            A Figura 5 mostra os diagramas de impedância eletroquímica a partir do modelo de 

Nyquist do aço carbono 1020 AISI com biofilmes de D. vulgaris e Gallionella sp. em contato 

com LGS-AM (200 µg/L) em meio salino a 0.5M. Houve diferença na formação dos arcos em 
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relação ao controle. O arco formado pela ação de LGS-AM foi menos proeminente, refletindo 

menor taxa de Ctd e maior de Rct (dados não mostrados), diferindo proeminente do controle e 

mostrando nenhuma atividade. A formação do arco deu-se, possivelmente, pela própria 

adesão do biofilme sobre a superfície do aço (Moradi et al., 2016), sem refletir na atividade 

propriamente dita dos metabólitos.   

      

3.7.2. Ensaio sem a presença de biofilmes    

            Em relação aos resultados de polarização obtidos no ensaio sem a presença de 

biofilmes microbianos de D. vulgaris e Gallionella sp. houve comportamento diferenciados 

da ação das substâncias obtidas dos microrganismos endofíticos de L. gracilis Schauer em 

relação ao ensaio com a presença de biofilmes sobre aço carbono AISI 1020. Entre os 

metabólitos avaliados o LGS-Ff1 demonstrou melhor eficiência entre todos, com diferença 

significativa em relação ao controle e com aumento na eficiência de inibição da corrosão. 

            Os parâmetros obtidos das curvas de Tafel a partir da variação da concentração dos 

metabólitos de endofíticos de L. gracilis Schauer mostram que houve eficiência na inibição da 

corrosão para os metabólitos LGS-Ff1 nas concentrações de 100 e 150µg/L e para LGS-Ff2 

no tratamento de 150µg/L, reduzindo a densidade da corrente com o aumento do potencial 

(Tabela 4). As curvas de polarização mostram diminuição da densidade de corrente em ambos 

os ramos, com maior inibição no catódico (Figura 6), sendo mais pronunciada que o ensaio 

com a presença de biofilme microbiano e, diferentemente, em uma concentração menor 

(150µg/L).  

            O metabólito LGS-Ff2, diferentemente do ensaio anterior, foi efetivo na redução da 

corrente na concentração de 150µg/L avaliada, alcançando cerca de 46,30% de eficiência na 

inibição da corrosão. De forma similar ao ensaio com biofilme o LGS-Ff1 mostrou-se 

eficiente, porém com diferenças nas concentrações avaliadas e com aumento na eficiência de 

inibição da corrosão. Foram obtidas 50,41% e, aproximadamente, 56% de eficiência nos 

tratamentos de 100 e 150µg/L, respectivamente, mas a concentração de 200 µg/L não 

demonstrou atividade significativa. Em relação às constantes de Tafel o metabólito LGS-Ff1 

agiu elevando unicamente a constante catódica (βc), sugerindo que essa substância afeta a 

reação de evolução do hidrogênio, possivelmente por diminuição da área ativa pela adsorção 

das moléculas à superfície do aço carbono AISI 1020 (Abdel-Gaber, 2006). Já o metabólitos 

LGS-Rb1, que no ensaio anterior demonstrou atividade, não demonstrou ser eficiente para a 

inibição da corrosão em aço carbono AISI 1020 sem biofilme microbiano pelas técnicas aqui 
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empregadas, não diferindo estatisticamente do controle.  

            Os resultados dos ensaios de impedância da ação dos metabólitos sobre aço carbono 

sem biofilme justificam e reforçam, para algumas substâncias, os obtidos na polarização 

eletroquímica. A Figura 7 mostra os diagramas de impedância obtidos pelo modelo de 

Nyquist do aço carbono 1020 AISI em meio salino (NaCl 0.5M) na presença e ausência dos 

metabólitos de microrganismos endofíticos de L. gracilis Schauer na concentração de 

150µg/L, com maior eficiência observada do metabólito LGS-Ff1.  

            Para a ação do metabólito LGS-Rb1 não houve formação de arco capacitivo 

proeminente, justificado pelos dados obtidos de diminuição da Rct e aumento de Cdl (Tabela 

5), não diferindo do controle. Esse resultado vai de acordo com os obtidos no ensaio de 

polarização e confirma a ineficiência dessa substância (grupo das cefalosporina) sobre a 

inibição da corrosão em aço carbono AISI 1020 sem biofilme microbiano. A ineficiência dar-

se pela ausência de adsorção de LGS-Rb1 sobre a superfície do material à medida do aumento 

de sua concentração, comprovada pela adequação da ação ao modelo de isoterma de 

Langmuir (R
2
=0,98) (Figura 8a).  Quimicamente os grupos de cefalosporinas apresentam 

propriedades que proporcionam altos índices de adsorção em diferentes meios (Ahmed & 

Theydan, 2012), porém em aço carbono AISI 1020 a adsorção não foi significativa. 

Provavelmente a natureza química do meio de condução do ensaio tenha interferido nessa 

propriedade bem como as próprias características do material. 

            A ação da substância carboximetilcelulose (LGS-Ff2), por outro lado, agiu formando 

um arco capacitivo com dimensões mais ajustadas, apesar de reduzir a Rct e elevar a Cdl, não 

demonstrando nenhuma eficiência (n%) (Tabela 5). O modelo de isoterma de adsorção de 

Langmuir não apresentou um ajuste com os dados experimentais de ação do metabólito LGS-

Ff2 (R
2
=0,5258) (Fig. 8b) nas concentrações avaliadas, revelando a ineficiência dessa 

substância sobre a corrosão por estar fora dos coeficientes de correlação aceitáveis para 

inibidores efetivos de corrosão (De Souza et al., 2014). Dessa forma os resultados obtidos de 

impedância para atividade do LGS-Ff2 não corroboram para a eficiência efetiva demonstrada 

no ensaio de polarização eletroquímica, ressaltando a importância de ensaios complementares 

para o estudo da corrosão.    

            O metabólito LGS-Ff1, de forma diferenciada dos outros dois metabólitos, apresentou 

formação de arco bastante proeminente com aumento da resistência e mantendo-se estável 

durante todo o tempo do ensaio (Fig. 7). O comportamento de estabilidade do arco formado 

sugere que o LGS-Ff1 adsorve fortemente à superfície do aço carbono, aumentando Rct e 
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inibindo a corrosão, com eficiência de 78,54% (Tabela 5). Os dados obtidos se adequam 

significativamente à isoterma de Langmuir (R
2
=0,99) (Fig. 8c) e confirmam a propriedade de 

adsorção dessa substância proporcionalmente com o aumento da concentração.  

            A formação de arcos capacitivos proeminentes a partir da ação de substâncias 

orgânicas reflete a efetividade sobre o processo corrosivo. A ação desses metabólitos sobre o 

aço carbono AISI 1020 provavelmente proporciona a repassivação do material, estabilizando 

a perda de elétrons, inibindo assim o processo corrosivo (Njoku et al., 2016).  

 

3.7.3. Testes gravimétricos 

3.7.3.1. Inibição da corrosão por perda de massa  

            A atividade inibitória do processo corrosivo por ação dos metabólitos de endofíticos 

de L. gracilis Schauer também pôde ser verificada a partir dos resultados obtidos pelo teste 

gravimétrico de perda de massa nos teste com e sem a presença de biofilmes de D. vulgaris e 

Gallionella sp. sobre a superfície do aço carbono AISI 1020 (Fig. 9).   

            No ensaio com biofilmes de D. vulgaris e Gallionella sp. houve variação da ação entre 

os metabólitos na redução da corrosão por perda de massa a partir do tratamento com 200 

µg/L após 72 horas de contato (Fig. 9a). Os resultados reforçam os encontrados nos ensaios 

eletroquímicos, mostrando a eficiência dos metabólitos LGS-Ff1 e LGS-Ff2 na redução da 

corrosão por perda de massa do aço carbono AISI 1020, havendo diferenças significativas em 

relação ao controle (p > 0.05).  

            Apesar do metabólito LGS-Rb1 agir, provavelmente, inibindo o crescimento dos 

microrganismos em biofilme, sua ação não se demonstrou significativa na redução da 

corrosão no ensaio de perda de massa nessa concentração avaliada, não diferindo do controle 

ao nível de 5%. E no ensaio sem a presença de biofilmes de D. vulgaris e Gallionella sp. a 

taxa de corrosão passou a ser ainda maior na mesma concentração (Fig. 9b). Porém, a 

eficiência do LGS-Ff1 e LGS-Ff2 foram mantidas no ensaio sem biofilme de D. vulgaris e 

Gallionella sp., diferindo significativamente do controle e mantendo praticamente a mesma 

média de taxa de corrosão, abaixo de zero, em todas as concentrações avaliadas (Fig. 9b), 

corroborando, assim, com os parâmetros cinéticos obtidos a partir das curvas de polarização 

também sem biofilme (Tabela 4).  

            Os metabólitos aqui avaliados, LGS-Ff1 e LGS-Ff2, mostraram-se efetivos na redução 

da taxa de corrosão por perda de massa, diferindo da ação de outros metabólitos obtidos de 

microrganismos endofíticos também avaliados sob a CMI por perda de massa (Rosa et al., 
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2016). 

 

3.7.3.2. Análise de superfície e Inibição da corrosão por redução do número de pites 

            Como forma complementar desses resultados também foi verificada a capacidade dos 

metabólitos de endofíticos de L. gracilis Schauer em reduzir o número de pites e evitar a 

formação de fouling sobre a superfície do aço carbono AISI 1020. Em ambos os ensaios 

anteriormente descritos, com e sem presença de biofilmes de D. vulgaris e Gallionella sp., os 

metabólitos LGS-Ff2 e LGS-Rb1 não tiveram atividade significativa na redução do número 

de pites (Fig. 10), sendo LGS-Ff1 o único metabólito eficaz para essa atividade apenas nos 

ensaios com a presença de biofilme, com ação estatisticamente similar a do controle (Fig. 

10a). A análise de superfície também revelou que o LGS-Ff1 foi o único a evitar a formação 

de fouling sobre a superfície após 180 minutos de contato (Fig. 11).  

             A média do número de pites presentes nas amostras do ensaio com biofilme foi 

substancialmente maior em relação a aquela na ausência da comunidade microbiana, 

chegando a duplicar, praticamente. Esse resultado já era esperado tendo em vista que a 

presença de pites é efeito direto da corrosão localizada provocada por microrganismos, 

principalmente por BRS, e também a caracteriza (Enning & Garrelfs, 2014).  

            Diferentes produtos naturais demonstraram agir reduzindo a corrosão por perda de 

massa e diminuir o número de pites, seja inibindo diretamente o crescimento microbiano, 

eliminando assim os indutores, ou na própria corrosão inorgânica, através das alterações nas 

reações de oxi-redução do material, como, por exemplo, do aço carbono (Noor et al., 2016;  

Ituen et al., 2017). Entretanto, a utilização de metabólitos de endofíticos de L. gracilis 

Schauer, para esse fim, ainda não há na literatura, sendo nosso trabalho pioneiro nesse aspecto 

e demonstrando ação efetiva pelos ensaios gravimétricos.  

            Ensaios gravimétricos por si só não são significativos para comprovar a eficiência de 

determinadas substâncias na inibição da corrosão (Lukovits et al., 2001). Contudo, as técnicas 

aqui empregadas reforçaram bem os resultados das técnicas mais apuradas de polarização e 

impedância eletroquímica, mostrando a efetividade dos metabólitos LGS-Ff1 e LGS-Ff2 

como inibidores da corrosão microbiologicamente induzida. 

 

4. Conclusões 

            Os principais microrganismos endofíticos isolados das folhas e raiz de L. gracilis 

Schauer foram Sordaria tomentoalba, Achaetomium sp e Clostridium sp., com maior 
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prevalência de microrganismos obtidos da folha.  Foram avaliados três metabólitos, sendo o 

obtido de S. tomentoalba (LGS-Ff1) o que demonstrou maior atividade anticorrosiva sobre 

aço carbono AISI 1020, com e sem biofilmes de D. vulgaris e Gallionella sp., pela técnicas 

eletroquímica e gravimétricas. A atividade antifouling também foi exclusiva do LGS-Ff1, 

sendo validada pela análise de superfície do aço carbono AISI 1020. 

             A prospecção de metabólitos de microrganismos endofíticos de L. gracilis Schauer 

podem representar novas potencialidades para a prevenção e controle do corrosão 

microbiologicamente induzida no cenário do uso de biocida naturais ambientalmente 

amigáveis. Assim, nesse contexto, o metabólito de S. tomento-alba merece maior destaque 

pelos resultados de inibição da corrosão em aço carbono AISI 1020 aqui demonstrados. 
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Figuras: 

 

Tabela 1: Parâmetro cinéticos obtidos a partir das curvas de polarização para aço carbono 

1020 AISI em solução salina a 0.5M com a presença de biofilmes microbianos de D. vulgaris 

e Gallionella sp. e contendo os metabólitos de microrganismos endofíticos de L. gracilis 

Schauer na concentração de 200µg/L. 

Metabolites  

(200µg/L) 

ba 

(mV/dec) 

bc 

(mV/dec) 

Ecorr 

(mV/Ag/AgCl) 

Icorr 

(A/cm
2 
x10

-6
) 

Corrosion rate 

(mm/year) 

IE  

(%) 

Control 176,23 62,943 -0,70308 2,93 0.3404900 - 

LGS-Ff1 7,3172 17,065 -613,92 1,65 0.0019211 43,69 

LGS-Ff2 3,1828 22,368 -647,61 4,30 0.0018871 - 

LGS-Rb1 205,63 78,482 -643,06 2,24 0.2604100 23,55 
       

 

 

Figura 1: Curvas de polarização para o aço carbono 1020 AISI com biofilmes microbiano de 

D. vulgaris e Gallionella sp. em meio salino (0.5M) na ausência e presença dos metabólitos 

de endofíticos de L. gracilis Schauer na concentração de 200 µg/L.   
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Figura 2: Diagramas de impedância eletroquímica do aço carbono AISI 1020 com presença 

de biofilmes de D. vulgaris e Gallionella sp. em meio salino (0.5M) na presença e ausência 

dos metabólitos de microrganismos endofíticos de L. gracilis Schauer na concentração de 

200µg/L. 

 

Tabela 2: Parâmetros eletroquímicos obtidos dos diagramas de impedância eletroquímica 

para o aço carbono AISI 1020 com presença de biofilme de D. vulgaris e Gallionella sp. em 

solução NaCl (0.5M) na ausência e na presença de 200µg/L dos metabólitos de endofíticos de 

L. gracilis Schauer.  

Metabolites  

(200µg/L) 

Rct 

(Ω.cm
2
) 

fmax 

(Hz) 

Cdc  

(µF/cm
2
) 

n  

(%) 

Control 642 1,55 578,03 - 

LGS-Ff1 1953 5,00 1621,81 67,13 

LGS-Ff2 773 2,78 3381,08 16,95 

LGS-Rb1 538 2,78 2220,85 19,33 
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Tabela 3: Parâmetro cinéticos obtidos a partir das curvas de polarização para aço carbono 

1020 AISI em solução salina a 0.5M com a presença de biofilmes de D. vulgaris e Gallionella 

sp. e contendo os metabólitos de microrganismos endofíticos de L. gracilis Schauer em 

associação (LGS-AM).  

Concentration  

(µg/L) 

ba 

(mV/dec) 

bc 

(mV/dec) 

Ecorr 

(mV/Ag/AgCl) 

Icorr  

(A/cm
2
 x 10

-6
) 

Corrosion 

rate 

(mm/year) 

IE 

(%) 

Control 0,10459   0,070950 -0,58098 2,24 0.25993 - 

LGS-AM 0,14420   0,048497      -0,65946 5,79 0.67286 0,0 
       

 

 

Figura 3: Curvas de polarização para o aço carbono 1020 AISI com biofilmes microbiano de 

D. vulgaris e Gallionella sp. em meio salino (0.5M) na presença dos metabólitos de 

endofíticos de L. gracilis Schauer em associação (LGS-AM). 
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Figura 4: Diagramas de impedância para o aço carbono 1020 AISI com biofilmes microbiano 

de D. vulgaris e Gallionella sp. em meio salino (0.5M) na presença dos metabólitos de 

endofíticos de L. gracilis Schauer em associação (LGS-AM, 200 µg/L).   

 

Tabela 4: Parâmetro cinéticos obtidos a partir das curvas de polarização para aço carbono 

1020 AISI em solução salina a 0.5M sem a presença de biofilmes de D. vulgaris e Gallionella 

sp. e contendo os metabólitos de microrganismos endofíticos de L. gracilis Schauer. 

Concentration  

(µg/L) 

ba 

(mV/dec) 

bc 

(mV/dec) 

Ecorr 

(mV/Ag/AgCl) 

Icorr  

(A/cm
2
 x 10

-6
) 

Corrosion 

rate 

(mm/year) 

IE 

(%) 

 

LGS-Lf1 

0 8,3931 24,535 -535,71 3,67 0.00442606 - 

100 3,3847 33,324 -514,71 1,82 0.00211150 50,41 

150 7,8397 50,776 -608,84 1,62 0.00188710 55,85 

200 1,3981 12,859 -547,27 7,97 0.00092609 - 

LGS-Rb1       

0 6,8396 49,969 -585,06 3,26 0.00378410 - 

100 7,8297 82,054 -690,54 5,22 0.00606230 - 

150 12,212 52,312 -643,8 5,16 0.00600000 - 

200 4,2102 55,499 -704,8 4,81 0.00055874 - 

LGS-Lf2       

0 9,2485 34,203 -629,26 4,15 0.00482490 - 

100 9,0746 44,678 -679,56 4,41 0.00512220 - 

150 4,2536 22,869 -681,16 2,23 0.00259170 46,26 

200 6,2199 61,142 -698,34 3,79 0.00440620 8,67 
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Figura 5: Curvas de polarização para o aço carbono 1020 AISI sem biofilmes de D. vulgaris 

e Gallionella sp. em meio salino (0.5M) na ausência e presença dos metabólitos de 

endofíticos de L. gracilis Schauer na concentração de 150 µg/L.   

 

Figura 6: Diagramas de impedância eletroquímica do aço carbono 1020 AISI sem presença 

de biofilmes de D. vulgaris e Gallionella sp. em meio salino (0.5M) na presença e ausência 

dos metabólitos de microrganismos endofíticos de L. gracilis Schauer na concentração de 

150µg/L.    
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Tabela 5: Parâmetros eletroquímicos obtidos dos diagramas de impedância eletroquímica 

para o aço carbono AISI 1020 sem biofilme de D. vulgaris e Gallionella sp. em solução NaCl 

(0.5M) na ausência e na presença de 200µg/L dos metabólitos de endofíticos de L. gracilis 

Schauer. 

Metabolites  

(200µg/L) 

Rct 

(Ω.cm
2
) 

fmax 

(Hz) 

Cdl  

(µF/cm
2
) 

n  

(%) 

Control 618 1,5513 563,4289 - 

LGS-Ff1 2880 2,7839 1489,8594 78,54 

LGS-Ff2 541 2,7839 2595,1071 - 

LGS-Rb1 474 3,7294 1798,6198 - 
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Figura 7: Isotermas de Langmuir para aço carbono AISI 1020 em solução salina (0.5M) e 

metabólitos de microrganismos endofíticos de L. gracilis Schauer em diferentes 

concentrações: (a) LGS-Rb1, (b) LGS-Ff2 (carboximetilcelulose) e (c) LGS-Ff1. 
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(b)
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Figura 8: Taxa de corrosão por perda de massa em aço carbono AISI 1020 após tratamento 

com os metabólitos de endofíticos de L. gracilis Schauer: (a) cupom com biofilme de D. 

vulgaris e Gallionella sp. após tratamento com 200 µg/L de cada metabólito e (b) sem 

biofilme em diferentes concentrações. Controle negativo: solução salina a 0.5M.   
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(b)
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Figura 9: Média do número de pites em aço carbono 1020 AISI após ação dos metabólitos de 

endofíticos de L. gracilis Schauer: (a) ensaio com biofilme na concentração de 200 µg/L e (b) 

sem biofilme microbiano em diferentes concentrações. Controle: glutaraldeído.   
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Figura 10: Micrografias eletrônicas de varredura de biofilmes microbianos em aço carbono 

1020 AISI obtidas (a) antes (controle) e (b) após 180 minutos de contato com 200 µg/L do 

metabólito LGS-Ff1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Artigos  
 

Marcelino Gevilbergue Viana. Programa de Pós-graduação em Biotecnologia - RENORBIO 
 130 

6.3. Manuscrito III:  

Atividade biocida e antibiofouling de metabólitos de endofíticos de Lippia gracilis 

Schauer sobre microrganismos em biofilme envolvidos na corrosão microbiologicamente 

induzida (CMI) 

Marcelino Gevilbergue Viana
1
, Everaldo Silvino dos Santos
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4Laboratório de Ressonância Magnética – LRM, Departamento de Química – DQ, Universidade Federal de São Carlos – 

UFSCAR. 

5Laboratório de Microbiologia Geral, Departamento de Microbiologia e Parasitologia – DMP, Universidade Federal do Rio 

Grande do Norte – UFRN. 

Resumo 

      Substâncias naturais com atividade antimicrobiana e antibiofouling agregam significativos 

impactos econômicos e ambientais nos diferentes setores industriais, principalmente quando 

são destinadas ao uso no controle da corrosão induzida por microrganismos. A atividade 

biocida e antibiofouling de metabólitos obtidos de microrganismos endofíticos de L. gracilis 

Schauer foi avaliada sobre biofilmes em aço carbono AISI 1020. Fungos e bactérias foram 

isolados da folha e raiz de L. gracilis Schauer, sendo seus metabólitos classificados em 

diferentes classes químicas. As principais espécies identificadas pelo sequenciamento 

genético foram: Sordaria tomento-alba, Achaetomium sp. e Clostridium sp. Uma nova espécie 

de fungo endofítico obtida da folha de L. gracilis Schauer foi identificada como A. lippae. O 

metabólito obtido de S. tomento-alba demonstrou melhor atividade biocida sobre biofilmes de 

cepas ATCC e o de Clostridium sp. sobre biofilmes de SRB, IOB e TAB. Todos os melhores 

resultados foram na maior concentração avaliada e ao fim do tempo de contato. A atividade 

antibiofouling foi verificada apenas por ação do metabólito de S. tomento-alba na 

concentração de 200µg/L, diferindo significativamente do controle e dos outros tratamentos 

ao fim do tempo de contato.    

Palavras-chave: Endofíticos, Achaetomium lippae, metabólitos, L. gracilis Schauer, biofilme. 
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1. Introdução 

            O processo de degradação de materiais pela corrosão acomete a indústria de petróleo e 

gás nas suas mais variadas etapas de produção, refino e processos de armazenamentos. Os 

gastos direcionados para a prevenção e controle da corrosão podem alcançar milhões anuais 

nos países desenvolvidos e subdesenvolvidos, comprometendo cerca de 1/3 do orçamento dos 

grandes setores industriais (Isotahdon, 2017). A corrosão provocada ou influenciada por 

microrganismos, também definida como biocorrosão, se insere nesse contexto e representa 

20% de todos os casos de corrosão somente na indústria de petróleo (Liengen et al., 2014).  

            A ação deteriorativa de diferentes tipos de materiais mediada por microrganismos é 

fortemente influenciada pela ação direta dos tipos específicos de microrganismos em biofilme 

e por produtos indiretos do seu metabolismo, como sulfetos, hidretos, óxidos como o férrico e 

até mesmo ácidos (Batmanghelich et al., 2017). Bactérias oxidantes de ferro (BOFe), 

anaeróbicas totais (BAnT) e redutoras de sulfato (BRS) são tipos microbianos importantes 

dentro dessa comunidade por atuarem desencadeando a corrosão, seja por ação sinérgica ou 

de forma independente entre si, e por afetarem a dinâmica eletroquímica do processo 

corrosivo, ainda pouco estudada, porém bastante relevante (Fadl-allah et al., 2016). Espécies 

do gênero Gallionela, Pseudomonas e Desulfovibrio constituem organismos amplamente 

presentes em reservatórios e tubulações de petróleo provocando na maioria das vezes a 

corrosão localizada (Loto, 2017), que ocorre de forma rápida, intensa e pontual, 

caracteristicamente na forma de pitting (Xu et al., 2017). Os produtos resultantes do 

metabolismo dessas espécies bacterianas são considerados tão agressivos que a velocidade do 

processo corrosivo passa ser mais rápida (Haile et al., 2015), principalmente sobre aço 

carbono, comumente usado revestindo tubulações e dutos de exploração e explotação (Videla 

& Herrera, 2006; El-Etre et al., 2017).  

           Além da produção de substâncias agressiva a diversos tipos de materiais as bactérias 

aeróbias totais juntamente com as metogênicas, BRS e as BOF passam a ser mais resistentes à 

ação de biocidas quando associadas em biofilmes (Carpén et al., 2017). Biocidas como 

gluataraldeído, compostos aminados e quaternários podem, às vezes, não ser tão eficazes 

sobre o crescimento dessas bactérias, pois a combinação de subprodutos microbianos acabam, 

por vezes, neutralizando a ação da maioria dos biocidas rotineiramente usados (Venzlaff et 

al., 2013), o que passa a demandar uso de outros biocidas em substituição ou alterações no 

plano de controle (Kim et al., 2009). Outras desvantagens dos biocidas químicos são: a 
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toxicidade, o longo tempo de permanência no ambiente e a capacidade de bioacumular na 

flora e fauna presente no ambiente de descarte (Kahrilas et al., 2015). Essas desvantagens, 

aliada às exigências ambientais, acabam impulsionando a pesquisa por novas substâncias 

ambientalmente aceitas, que sejam efetivas e, preferencialmente, de origem natural (Geoffrey, 

2017). Produtos naturais obtidos de espécies nativas do ecossistema em questão ganham mais 

prioridades para futuras pesquisas em decorrência do possível uso sustentável ofertado para a 

população local como também por evitar desequilíbrios ambientais na flora e fauna (Silva & 

Rodrigues, 2014).      

            Substâncias derivadas do metabolismo de microrganismos possuem, na sua maioria, 

ampla atividade biocida sobre diferentes tipos microbianos, em especial aos patogênicos 

(Demain, 1999). Ao se prospectar espécies microbianas que habitam o interior de vegetais a 

oferta de possíveis novas substâncias com tais propriedades se amplia ainda mais (Mousa & 

Raizada, 2013) e com objetivo de controlar a corrosão microbiologicamente induzida (CMI) a 

ideia torna-se ainda mais promissora. Lippia gracilis Schauer é uma espécie bem distribuída 

nas Américas e nativa do bioma Caatinga com prevalência em toda região Nordeste do Brasil 

(Hennebelle et al., 2008). Suas propriedades medicinais e terapêuticas são reconhecidas 

mundialmente, sendo adotadas nas comunidades nativas da região Semiárida do Brasil 

(Djengue et al., 2017). Alguns microrganismos endofíticos já foram isolados e identificados 

pertencentes a algumas espécies do gênero Lippia (Siqueira et al., 2012). Entretanto, nada 

ainda foi realizado com intuito de prospecção de microrganismos desse gênero para produção 

de substâncias com potencial biocida específico para biofilmes envolvidos na CMI e no 

consequente controle da corrosão. 

            O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade biocida e antibiofouling de 

metabólitos obtidos de microrganismos endofíticos de L. gracilis Schauer sobre biofilmes de 

Desulfovibrio sp., Pseudomonas aeruginosa e Gallionella sp. (ATCC), cultivados 

isoladamente sobre aço carbono AISI 1020, bem como sobre biofilmes de bactérias redutoras 

de sulfato (BRS), oxidantes de ferro (BOFe) e anaeróbias totais (BAnT) também em 

biocupons de aço carbono AISI 1020.  

 

2. Materiais e Métodos  

2.1. Coleta e identificação de L. gracilis Schauer  

            Amostras de L. gracilis Schauer foram coletadas em fragmentos do bioma Caatinga 

(5º22‘43.85‘‘Sul – 37º30‘12.25‘‘Oeste) a 150m do nível do mar, localizado na cidade de 
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Mossoró, Rio Grande do Norte – Brasil. A identificação da espécie foi realizada pelo biólogo 

taxonomista José Iranildo Miranda de Melo, pesquisador da Universidade Federal Rural de 

Pernambuco – UFRPE, e um exemplar depositado em exsicata no herbário ―Dárdano de 

Andrade‖ da Universidade Federal Rural do Semiárido (UFERSA), com o respectivo número 

de tombo: 12514.  

              As raízes e folhas de L. gracilis Schauer foram coletadas de dois indivíduos na 

mesma área, posteriormente separadas, pesadas e mantidas em sacos de papel para isolamento 

dos microrganismos endofíticos. 

 

2.2. Isolamento e conservação dos endofíticos 

                O material vegetal foi inicialmente processado após 24 horas da coleta. O isolamento 

foi feito a partir de testes de presença e ausência como também ensaios quantitativos seguindo 

a metodologia de Strobel & Daisy (2003). Para a primeira avaliação as folhas e raízes de L. 

gracilis Schauer foram coletadas e separadas, retirando-se fragmentos com cerca de 10 cm
2
 de 

cada parte vegetal. Os fragmentos foram desinfestados para a retirada dos microrganismos 

epífitos, sendo lavados inicialmente com etanol a 70% (por 5 minutos), em seguida com 

hipoclorito de sódio a 3% (por 10 minutos) e novamente tratados com etanol a 70% (por 5 

minutos). Por fim, foram lavados com água esterilizada deionizada durante cinco minutos 

para retirada do excesso e alíquotas de 50 µL da última lavagem foram retiradas e depositadas 

em meio de cultura para controle da assepsia. 

            Para o isolamento dos fungos endofíticos o material vegetal desinfestado foi cortado 

em fragmentos pequenos de 01 cm
2
 e distribuídos na superfície dos meios sólidos BDA 

(batata-dextrose-ágar) e Vogel (Vogel et al., 1964), de pH 4.5, contendo 50 μg/mL do 

antibiótico ampicilina. As placas inoculadas foram incubadas a 28°C até o crescimento dos 

fungos serem visíveis. Uma porção de cada micélio morfologicamente distinto, que cresceu 

dos segmentos das plantas durante o período de incubação, foi retirada e transferida para 

placas contendo meio BDA sem antibiótico para purificação do isolado. Os isolados de cada 

fungo foram armazenados em meio sólido BDA inclinado a 4º C, em microtubos contendo 

água destilada a 4º C e em glicerol (30%) a -70º C, sendo encaminhados à identificação 

taxonômica.  

             O isolamento das bactérias endofíticas seguiu a metodologia de Nobrega et al. (2012). 

Macerou-se cerca de 1g das amostras vegetais desinfetadas em 09 mL de solução salina 

(0.85%) estéril. A suspensão obtida foi diluída serialmente e alíquotas de 0.1 mL de cada 
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diluição plaqueada em meio sólido TSA (Ágar-Triptona de Soja) a pH 7.0, contendo 50 

μg/mL do antifúngico benomil. As placas inoculadas foram mantidas a 28°C em estufa 

bacteriológica por até 10 dias, sendo o crescimento acompanhado diariamente. Após, o 

completo crescimento bacteriano a taxa de unidades formadoras de colônia (UFC) foi 

determinada. Por fim, a densidade da população de bactérias endofíticos foi estimada pelo 

peso fresco de cada parte vegetal e pelo fator de diluição. As diferentes colônias crescidas 

foram repicadas e transferidas para meio TSA sem antifúngico para purificação do isolado. As 

bactérias isoladas foram armazenadas em meio sólido TSA inclinado a 4º C e em glicerol 

30% a -80º C, para posterior identificação taxonômica por métodos biomoleculares.      

 

2.3. Identificação molecular dos microrganismos endofíticos 

2.3.1. Identificação dos fungos 

            Para uma análise morfológica prévia os fungos endofíticos foram cultivados em meio 

de cultura em ágar extrato de malte (AEM) e batata dextrose agar (BDA), sendo mantidos à 

25 ºC por ciclo de fotoperíodo. A extração do DNA foi realizada utilizando kit de purificação 

Wizard® Genomic DNA (Promega, USA) seguindo as orientações do fabricante. Para 

amplificação de parte dos genes LSU rDNA, ITS nrDNA, tef1 e tub2 foram usados primers 

LR0R e LR5 (Vilgalys & Hester, 1990); ITS5 e ITS4 (White et al. 1990); EF3Fd 

(Groenewald et al. 2013) e EF1-2218R (www.aftol.org/pdfs/EF1primer.pdf); Bt2a e Bt2b 

(Glass & Donaldson, 1995), respectivamente. A amplificação do DNA (PCR), o 

sequenciamento e a análise genética das sequências foram realizados seguindo a metodologia 

descrita por Bezzera et al. (2017a e b) e Oliveira et al. (2014).       

 

2.3.2. Identificação bacteriana 

             O sequenciamento da subunidade 16S rRNA foi realizada e comparada de DNA. A 

identificação biomolecular das cepas isoladas foi realizada a partir do sequenciamento do 

gene da subunidade 16S de RNA ribossomal e posterior comparação com o banco de dados de 

seqüências de DNA e proteínas, Genbank, (www.ncbi.nlm.nih.gov).                

            A extração de DNA dos cultivos bacterianos foi realizada com uso do kit MOBio 

UltraClean Microbial DNA®, conforme as instruções do fabricante. O DNA extraído foi 

visualizado por eletroforese em gel de agarose 1% e marcação com SYBR Safe®. A partir do 

DNA obtido após a etapa de extração, o gene de RNA 16S (1500pb) foi amplificado através 

de PCR utilizando os primers universais para bactérias, SAdir 
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(5‘AGAGTTTGATCATGGCTCAGA-3‘) e S17rev (5‘-GTTACCTTGTTACGACTT-3‘).              

As reações de amplificação foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 

9700® (Applied Biosystems). As condições de termociclagem foram: um ciclo inicial de 

desnaturação (94°C por 5 minutos); 30 ciclos intermediários de desnaturação (94°C por 30 

segundos), anelamento (55°C por 30 segundos) e extensão (72°C por 30 segundos) e um ciclo 

de extensão final (72°C por 5 minutos).                

            Os produtos de PCR foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose 1% 

com marcação por SYBR Safe e purificados com o kit UltraClean® PCR Clean-up® 

(MOBio). Após purificação, a quantidade e a pureza dos produtos de PCR foram 

determinadas por densidade ótica em espectrofotômetro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis - 

Thermo Scientific). Os produtos de PCR foram enviados para o seqüenciamento, realizado 

pelo Setor de Sequenciamento de DNA (Centro de Estudos do Genoma Humano – USP), em 

seqüenciador automático MEGABACE 1000.                 

           Os resultados do seqüenciamento foram verificados com a ajuda do programa Chromas 

Lite, versão 2.01 (McCarthy, 1996 – www.technelysium.com.au). As seqüências de DNA 

obtidas foram comparadas às seqüências depositadas no banco de dados de seqüências de 

DNA e proteínas, Genbank, (www.ncbi.nlm.nih.gov). As similaridades entre as seqüências 

foram analisadas pelo programa BLASTn (Basic Alignment Search Tool).  

 

2.4. Obtenção dos metabólitos dos microrganismos endofíticos  

            Os microrganismos endofíticos mais prevalecentes nas amostras dos isolados das 

folhas e raízes de L. gracilis Schauer foram conservados e mantidos em coleção 

microbiológica. De cada fungo foi retirado pequenos discos miceliais de 06 mm de diâmetro, 

postos em contato com 500 mL de meio líquido BD (batata-dextrose) de pH 4.5 em 

Erlenmyers e submetidos à agitação de 50 rpm em aparelho shaker por dez dias a 35º C para a 

produção do caldo fermentado. Já para as bactérias cada cepa pura obtida foi repicada para 

meio caldo nutriente em pH 7.0, ajustado o inóculo a 0.5 na escala McFarland (1.5 x 10
8
 

UFC/ml) após 48 horas de crescimento e centrifugados a 5000 rpm por cinco minutos. Os 

pellets obtidos foram depositados separadamente em 50 ml de meio caldo nutriente com pH 

7.0 em Erlenmyers e mantidos em agitação de 50 rpm/minuto por sete dias a 25º C em 

aparelho shaker. 

           Após crescimento fúngico e bacteriano em biorreator, o caldo fementado foi 

homogeneizado vigorosamente, filtrado em membrana de papel (Whatman n
o
 1 - 0.22 μm) e 
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centrifugado a 4.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi novamente centrifugado a 5.000 

rpm por cinco minutos, filtrado e por fim liofilizados (Free Zone 4.5), sendo mantido em 

recipientes fechados à temperatura ambiente.  

            Foram obtidos três metabólitos: dois de fungos (LGS-Ff1 e LGS-Ff2, onde ―LGS‖ 

para L. gracilis Schauer, ―F‖: folha; ―f‖: fungo e ―R‖ para raiz) e um de bactéria (LGS-Rb1, 

onde ―LGS‖ para L. gracilis Schauer, ―R‖: raiz e ―b‖: bactéria). A caracterização dos 

metabólitos foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrofotômetro de massa 

(CG-EM) e por ressonância magnética (RMN) para identificação das biomoléculas presentes 

e definição química geral. 

 

2.5. Reativação das cepas bacterianas e obtenção dos biofilmes  

            As cepas bacterianas liofilizadas de Desulfovibrio sp., P. aeruginosa e Gallionella sp. 

(ATCC), isoladas de água de produção de petróleo, foram fornecidas pelo Laboratório de 

Biocorrosão e Biodegradação (LABIO) do Instituto Nacional de Tecnologia – INT, localizado 

no Rio de Janeiro – RJ, Brasil. A reativação das cepas seguiu metodologias diferenciadas de 

acordo com o metabolismo típico de cada espécie, utilizando meios de cultura específicos e 

condições de prevalência ou não de oxigênio.   

             A bactéria redutora de sulfato Desulfovibrio sp. foi mantida em meio de cultura 

Postgate E (Postgate et al., 1984) a 35º C por três semanas em condições de anaerobiose para 

pleno crescimento, identificado pela presença de sulfeto. Posteriormente, cerca de 1.0mL 

foram retirados e adicionados em frascos vedados contendo Postgate E, purgados com N2 para 

retirada do oxigênio. Já a bactéria oxidante de ferro, Gallionella sp., foi reativada em meio 

citrato férrico amoniacal (10g citrato férrico amoniacal; 0.5g (NH4)2SO4; 0.2g CaCl2.6H2O; 

0.5g MgSO4.7H2O; 0.5g NaNO3; 0.5g K2HPO4/1000mL de água destilada), a 30º C durante 

duas semanas em condições aeróbias, porém protegidas da luz. Por fim, P. aeruginosa foi 

mantida em meio caldo nutriente (1.0 g de extrato de bife; 2.0 g extrato de levedura; 5.0g 

peptona e 5.0g de NaCl/1000mL de água destilada) por 48 horas, à temperatura ambiente, 

também em condição aeróbia.   

            A obtenção dos biofilmes de P. aeruginosa, Desulfovibrio sp. e Gallionella sp. seguiu 

a metodologia de Moreno et al. (1993) com alguma modificações. Foram utilizados 

biocupons de aço carbono AISI 1020 com dimensões de 7.0 x 2.5cm, sendo previamente 

lixados, esterilizados e tratados, seguindo o protocolo da NACE-TM (2000). Os biocupons 

foram mantidos suspensos perpendicularmente em Erlenmeyers (500 ml) contendo meios de 
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cultura específicos para cada espécie bacteriana. Inóculos padronizados (10
7
 células/mL) de 

P. aeruginosa, Desulfovibrio sp. e Gallionella sp. foram adicionados aos meios de cultura 

separadamente em cada Erlenmeyer, sendo mantidos fechados com algodão. Apenas o cultivo 

de Desulfovibrio sp. foi diferenciado, sendo os recipientes vedados e o meio de cultura 

desaerado com N2 para manter a condição de anaerobiose.   

            Todos os inóculos bacterianos foram mantidos em agitação (60 rpm/min) em aparelho 

shaker, porém com diferentes temperaturas e período de incubação. Para obtenção dos 

biofilmes de P. aeruginosa foram mantidos durante sete dias à 28º C, de Gallionella sp. à 30º 

C por 15 dias e para Desulfovibrio sp por trinta dias à 35º C.  

             A obtenção dos biofilmes de BRS, BAnT e de BOFe seguiu metodologia 

diferenciada, sendo obtidos a partir da água de produção de petróleo, fornecida pela Empresa 

Brasileira de Petróleo e Gás – PETROBRAS. Os biocupons de aço carbono AISI 1020 foram 

inicialmente tratados para a retirada de impurezas e excesso de óleo como descrito 

anteriormente. Posteriormente, foram dispostos em Erlenmyers, de forma perpendicular, em 

contato com 300 mL de água de produção de petróleo e mantidos sob agitação em aparelho 

shaker (80 rpm/min), a 30º C, por dez dias. Ao fim do período de contato os biocupons foram 

retirados com plena formação de biofilme e submetidos aos diferentes tratamentos com os 

metabólitos.  

             

2.6. Atividade biocida e antibiofouling dos metabólitos 

2.6.1. Atividade biocida sobre biofilmes de P. aeruginosa, Desulfovibrio sp. e Gallionella 

sp. 

             A atividade biocida seguiu o mesmo protocolo (Clark et al., 2007) para todas as 

espécies de bactérias avaliadas, apenas com algumas modificações e adaptações sugeridas por 

Rosa et al. (2016). Após a obtenção dos biofilmes em shaker os biocupons foram adicionados 

de forma perpendicular em Erlenmyers contendo 500 mL de solução salina (NaCl a 0.5M) 

adicionados com cada um dos três metabólitos separadamente em diferentes concentrações: 0, 

150 e 200 µg/L. O tempo de contato também foi variado, sendo avaliado após dois, quatro e 

seis dias com cada concentração.  

             Após o período de contato com os metabólitos os biocupons contendo biofilmes 

foram retirados, depositados em placas de Petri e submergidos em cristal de violeta (1.0%) 

por dez minutos, retirado o excesso em água Milli-Q e mantidos em solução de álcool/acetona 

(80:20 v/v) por 20 minutos. Por fim, os biocupons foram decapados para retirada do biofilme 
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total e a solução resultante contendo o biofilme foi mensurada espectrofotometricamente a 

OD580. Como controle foi utilizado biofilme sem contato com os metabólitos e a relação entre 

a absorbância do controle (OD580) e dos tratamentos foi estimada para analisar a eficiência de 

inibição. A relação da absorbância entre as células planctônicas dos inóculos (OD600) com a 

do controle (OD580) também foi obtida para se determinar a formação do biofilme. Todos os 

ensaios foram realizados em triplicata e atendendo as condições de anaerobiose para 

Desulfovibrio sp. 

                Como teste complementar aos resultados obtidos por espectrofotometria foi 

realizada a quantificação por número mais provável (NMP) dos mesmos cupons contendo os 

mesmos biofilmes, também em triplicata.   

 

2.6.2. Atividade biocida sobre biofilmes de BRS, BOFe e BAnT 

              A atividade biocida para esse grupo bacteriano foi avaliada pela relação entre a 

absorbância do controle (OD600) e dos tratamentos, sendo estimada para analisar a eficiência 

de inibição (Sánchez-Andrea et al., 2015), e pela taxa de número mais provável (NMP) como 

forma complementar dos resultados de espectrofotometria. Os tratamentos consistiram no 

contato direto dos biofilmes com: 0, 150 e 200 µg/L de cada metabólito. O tempo de contato 

foi o mesmo utilizado no ensaio anterior. Como controle positivo foi utilizado glutaraldeído a 

5% e como controle negativo água destilada deionizada. Os testes foram realizados em 

triplicata, sendo obtidas as médias da taxa de crescimento e as diferindo utilizando o teste de 

Tukey a 5% (p < 0,05).     

  

2.6.3. Atividade antibiofouling 

            A atividade antibiofouling dos metabólitos também foi avaliada com objetivo de 

verificar sua ação preventiva na formação de biofilmes apenas para as bactérias redutoras de 

sulfato (BRS), oxidantes de ferro (BOFe) e anaeróbias totais (BAT), obtidas da água de 

produção de petróleo. Para isso biocupons de aço carbono AISI 1020 foram previamente 

tratados para retiradas de impurezas e devidamente esterilizados. O tratamento consistiu em 

lavagem com dicloroetileno por 15 minutos e consecutivamente em álcool etílico e acetona 

por 10 minutos. Por fim, lavados em água Mili-Q. Após o tratamento os biocupons foram 

secos, postos em placas de Petri (10 cm) e mantidos por 48 horas submersos em 100 ml de 

água destilada deionizada contendo diferentes concentrações de cada um dos três metabólitos. 

As concentrações avaliadas foram: 0, 150 e 200 µg/L.  
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           Ao término do período de contato com os tratamentos cada biocupom foi 

imediatamente submetido à formação dos biofilmes bacterianos como descrito no item 2.5. A 

avaliação antibiofouling se deu pela mesma metodologia empregada na atividade biocida para 

todos os tipos de biofilmes, pela obtenção de isotermas de adsorção e por obtenção de MEVs. 

O ensaio também foi feito em triplicata, sendo cada repetição representada por um biocupom.       

 

3. Resultados e Discussão 

3.1. Identificação dos microrganismos endofíticos 

            Baseado na morfologia e pesquisas no GenBank (NCBI) usando diferentes sequências 

de DNA, foi possível identificar os isolados LGS-Ff2 e LGS-Ff3 como Sordaria tomento-

alba Cailleux e o isolado LGS-Ff1 como Chaetomium sp.  

            A pesquisa realizanda no GenBank, usando sequências da região LSU dos fungos 

LGS-Ff2 e LGS-Ff3, mostrou que esses isolados estão proximadamente relacionados com 

Sordaria brevicollis (FR774288; Semelhança 797/797(100%), gaps 0/797(0%)), Sordaria 

tomentoalba (AY681161; Semelhança 797/797(100%), gaps 0/797(0%)), entre outros. O 

sequenciamento usando sequências ITS mostrou semelhança com Sordaria tomentoalba 

(AY681195; Semelhança 540/544(99%), gaps 2/544(0%)), Gelasinospora tetrasperma 

(NR_077163; Semelhança 535/541(99%), gaps 1/541(0%)), entre outros. Sequenciamento de 

tef1 também mostrou semelhança com Sordaria tomentoalba (FR774391; Semelhança 

484/489(99%); gaps 0/489(0%)), Sordaria sclerogenia (FR774390; Semelhança 

447/489(91%), gaps 7/489(1%)), Sordaria brevicollis (FR774387; Semelhança 

448/491(91%), gaps 6/491(1%)), e baixa compatibilidade com outras espécies dos gêneros 

Neurospora e Gelasinospora. A partir do sequenciamento de tub2, os isolados LGS-Ff2 e 

LGS-Ff3 foram relacionados com maior proximidade à Sordaria tomentoalba (AY681229; 

Semelhança 482/496(97%), gaps 2/496(0%)), seguida à Sordaria sclerogenia (FR774341; 

Semelhança 451/468(96%), gaps 1/468(0%)), e baixa correlação com outras espécies dos 

gêneros Sordaria, Neurospora e Gelasinospora. 

            Com o sequenciamento da região LSU e pesquisas no banco de dados (GenBank) o 

isolado LGS-Ff1 mostrou-se mais aproximado com Chaetomium strumarium (AY681170; 

Semelhança 792/797(99%), gaps 1/797(0%)), Chaetomium globosum (JX280684; 

Semelhança 789/797(99%), gaps 1/797(0%)), e com outras espécies Chaetomium. O 

sequenciamento da região ITS também demonstrou relação proximada a Chaetomium sp. 

(HQ607809; Semelhança 564/587(96%), gaps 8/587(1%)), Chaetomium strumarium 
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(AY681204; Semelhança 562/592(95%), gaps 13/592(2%)) e KP941089 (semelhança 

438/460(95%), gaps 8/460(1%)), além de outros. Com base no sequenciamento de tef1 o 

isolado apresentou baixa identidade (menor que 93%) com diferentes gêneros, incluindo 

Neurospora, Gelasinospora, Sordaria, entre outros. Da mesma forma o sequenciamento de 

tub2 mostrou muito baixa identidade com Chaetomium strumarium (AY681238; Semelhança 

420/487(86%), gaps 7/487(1%)), com outras espécies desse gênero e com outros gêneros.  

            A partir dessas análises o isolado LGS-Ff1 foi considerado ser uma nova espécie do 

gênero Achaetomium. O cladograma mostra a relação filogenética de A. lippae com A. luteum 

a partir do sequenciamento genético (Fig. 1). 

             Em relação à identificação de bactérias o único gênero identificado pelo 

sequenciamento da região ribossomal 16S foi Clostridium, identificado com 99% de 

similaridade de acordo com o GenBank. Porém, a espécie não foi definida, sendo classificada 

com Clostridium sp., isolada de ambas as partes de L. gracilis Schauer e com maior 

prevalência na raiz (54%).  

              Outros tipos de microrganismos de L. gracilis Schauer foram isolados a partir da 

utilização dos meios de cultura específicos para endofíticos. Porém, grande parte não se 

desenvolveu nos meios de cultura utilizados ou foram inviabilizados antes mesmo do repique 

para purificação das culturas e identificação. Microrganismos endofíticos possuem relação 

ecológica muito íntima às condições do seu hospedeiro e o isolamento interfere e altera 

diretamente essa relação (Nair & Padmavathy, 2014).  Por isso, são considerados 

microrganismos fastidiosos ou de crescimento muito lento (Aguilar-Trigueros & Rilling, 

2016), o que dificulta o isolamento, cultivo e identificação.  

             Os microrganismos endofíticos de L. gracilis aqui identificados, com potencial sobre 

a inibição da corrosão microbiologicamente induzida, são espécies pioneiras na literatura, 

com destaque, em especial, para a nova espécie de fungo: A. lippae. Dentro do gênero Lippia 

diferentes gêneros têm sido isolados e classificados como endofíticos de diferentes partes da 

planta, mas nenhum similar aos aqui identificados. Espécies de fungos, como Fusarium sp., 

Verticillium sp., Colletotrichum sp., foram recentemente obtidas de L. sidoides e 

caracterizadas na produção de metabólitos com atividade antimicrobiana sobre 

microrganismos fitopatogênicos (Ferreira et al., 2017).  Já sobre microrganismos patogênicos 

alguns fungos endofíticos isolados dessa mesma espécie de Lippia demonstraram significativa 

ação antimicrobiana (Siqueira et al., 2011). De forma geral não há um padrão de distribuição 

de endofíticos dentro do seu hospedeiro (Uzma et al., 2016). Porém, os fungos endofíticos no 
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gênero Lippia estão mais frequentemente presentes nas folhas e cascas (Siqueira et al., 2011). 

Porém, a razão para tal distribuição ainda não está definida.  

             Em relação à bactéria, diferentes gêneros como Bacillus e Paenibacillus estão 

amplamente presentes como endofíticos de Lippia (Silva et al., 2013) e assim como esses 

gêneros outras espécies são apontadas com potencial antimicrobiano (Arrieta et al., 2017). 

Lactococcus lactis e outras espécies importantes desse mesmo gênero, isoladas de L. sidoides, 

são também comumente encontrada em Lippia, demonstrando ter potencial de mineralização 

de fosfato a partir do seu metabolismo celular (Lacerda et al., 2016). Outras espécies 

endofíticas de Lippia apresentam potencial biotecnológico já discutido na literatura (Brader et 

al., 2014).    

 

3.2. Identificação química dos metabólitos e atividade biocida 

             Os resultados obtidos por cromatografia gasosa acoplada a espectrofotômetro de 

massa (CG-EM) e por RMN mostram que os metabólitos de microrganismos endofíticos de L. 

gracilis Shauer pertencem a diferentes classes químicas. O metabólito obtido de S. 

tomentoalba (LGS-Ff1) foi classificado previamente como um ácido com grupo amino 

funcional (Figura 2a) e o de A. lippae como carboximetilcelulose, um carboidrato de cadeia 

longa (Fig. 2b). A substância obtida de Clostridium sp. classifica-se, previamente, como 

pertencente ao grupo das cefalosporinas (Fig. 2c), antibióticos de amplo espectro 

antimicrobiano e bastante comercial (Aminov, 2017).  

            O gênero Sordaria é um dos três principais pertencentes à família Sordariaceae, 

caracterizada por espécies de grande importância para estudos biológicos, bioquímicos e 

genéticos (Teichert, 2017). As espécies Sordaria apresentam esporos com paredes lisas e 

bainha gelatinosa, e habitam, preferencialmente, solos e, em alguns casos, ambientes com 

grande quantidade de matéria orgânica (Cai et al., 2006). Sordaria tomento-alba é um fungo 

endofítico, típico de espécies que habitam ambientes estressantes, como regiões áridas e semi-

áridas (Loro et al., 2012). Geralmente essa espécie está associada à plantas com propriedades 

medicinais e que pode produzir substâncias com o mesmo potencial (Carvalho et al., 2012). A 

atividade antimicrobiana para as substâncias produzidas por espécies Sordaria tem sido 

relatada, em especial sobre bactérias (Tejesvi et al., 2011) e rotas bioquímicas envolvendo a 

produção de ácidos, direta ou indiretamente, podem estar presentes nos representantes desse 

gênero (Kim et al., 2016), como comprovamos também. Entretanto, a atividade biocida de 

metabólitos de S. tomento-alba sobre biofilmes ainda não foi avaliada, sendo esse trabalho 
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também relevante nesse aspecto. 

           Achaetomium lippae, nova espécie de fungo endofítico de L. gracilis Schauer 

identificada, pertence ao pequeno gênero Achaetomium, que possui apenas quatro espécies: A. 

globosum, A. luteum, A. strumarium e A. umbonatum (Rodríguez et al., 2004). São espécies 

que podem ser isoladas do solo e endofíticas, estando presente, principalmente, nas raízes de 

espécies de diferentes biomas (Ping et al., 2016). Algumas propriedades biotecnológicas estão 

agregadas a esse gênero. Produção de enzimas para diferentes fins industriais (Tu et al., 

2015), como xilaneses e celulase, em específico (Zhao et al., 2013; Bankole et al., 2017), 

torna o gênero Achaetomium importante. E a possibilidade da obtenção de 

carboximetilcelulose (CMC) a partir do metabolismo de A. lippae agrega ainda mais valor, 

considerando que CMC é a matéria prima para a produção de biodiesel (Tolba et al., 2017). 

            Já de Clostridium sp., único gênero de bactéria endofítica isolado da raiz de L. gracilis 

Schauer, o metabólito produzido agrega valores importantes dentro da indústria farmacêutica. 

Os grupos das cefalosporinas têm impacto direto na saúde por ser um dos antibióticos 

referência no combate a microrganismos multirresistentes (López-Hernández et al., 2016). O 

gênero Clostridium é relativamente numeroso, incluindo algumas espécies que podem ser 

patogênicas em mamíferos (Udaondo et al., 2017) e fermentativas, na sua maioria, pelo 

metabolismo anaeróbio, que podem gerar biogás (Kim et al., 2016). Como endofíticas, 

algumas espécies estão presentes em culturas importantes, como arroz (Sun et al., 2008) e 

milho (Jhonston-Monje & Raizada, 2011). Algumas espécies endofíticas de Clostridium 

podem produzir enzimas (Suto et al., 2002), mas nenhuma foi descrita, até o momento, como 

associada à produção de antibióticos, principalmente do grupo das cefalosporinas.   

 

3.2.1. Atividade biocida e antibiofouling sobre biofilmes de Pseudomonas sp., 

Desulfovibrio sp. e Gallionella sp.  

              A atividade biocida dos metabólitos obtidos dos microrganismos endofíticos de L. 

gracilis Schauer foi diferenciada entre si e em relação ao controle pelas técnicas empregadas. 

Dentre os metabólitos o único que demonstrou alguma atividade biocida sobre as cepas 

ATCC em biofilme foi o obtido de Clostridium sp. (LGS-Rb1), inibindo significativamente o 

crescimento de Pseudomonas sp. e Gallionela sp. na concentração de 200µg/L após 96 e 48 

horas de contato, respectivamente. Os resultados são dados pela relação OD580/OD600 (Fig. 

3a). Não houve atividade significativa no tratamento de 150µg/L sobre os microrganismos 

avaliados por ambas as técnicas (Fig. 3b e 4b) como também nenhuma atividade sobre 
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Desulfovibrio sp, em ambos os tratamentos pela relação de absorbância.  

              Por outro lado, a partir da quantificação por MPN, houve redução na taxa de todos os 

microrganismos avaliados ao final do tempo de contato com 200µg/L do metabólito de 

Clostridium sp., sendo mais significativa também sobre Pseudomonas sp. e Gallionella sp. 

(Fig. 4a). A técnica de quantificação por MPN é mais precisa em relação à análise por 

absorbância devido ter a possibilidade de ser acompanhada claramente pela produção ou não 

de sulfeto, no caso das SBR (Rezende et al., 2017). Todavia, deve ser utilizada como forma 

complementar de resultados, sustentando-os ou contrapondo-os (Bhagobaty, 2014).  

            Como houve atividade inibitória apenas sobre bactérias aeróbias pela metodologia de 

absorbância, a efetividade da ação biocida do metabólito de Clostridium sp. também foi 

verificada pela metodologia de semeadura pour plate na concentração de 200µg/L, 

demonstrando ter atividade, diferindo estatisticamente do contole (Fig. 5). A metodologia 

pour plate não foi utilizada para Desulfovibrio sp., tendo em vista a impossibilidade de 

crescimento pleno dessa espécie sobre meio sólido (Bhagobaty, 2014), o que inviabiliza a 

técnica. Micrografias eletrônicas dos biofilmes de cepas ATCC antes e após o contato com o 

metabólito de Clostridium sp., na máxima concentração (200µg/L), foram obtidas também 

para validar a ação antimicrobiana (Fig. 6).  

             De forma diferenciada os metabólitos obtidos de S. tomento-alba (LGS-Ff1) e A. 

lippae (LGS-Ff2) não tiveram atividade significativa sobre biofilmes das cepas ATCC nas 

concentrações avaliadas, não diferindo significativamente do controle pelas técnicas empregas 

(dados não mostrados). A natureza química dos metabólitos de S. tomento-alba e de A. lippae, 

ácido e carboidrato, respectivamente, podem contribuir, ao contrário de inibir, de forma 

positiva, para o crescimento, servindo como moléculas intermediárias ou diretamente 

fornecedoras de energia para o desenvolvimento da comunidade em biofilme (Güngör et al., 

2015), o que pode justificar, em parte, sua ineficiência nesse ensaio. Outro fator relevante é a 

concentração e os tipos microbianos avaliados (Lundin et al., 2014).  

              De forma diferenciada o metabólito de Clostridium sp. apresentou propriedade 

antimicrobiana significativa sobre bactérias aeróbias e sobre Desulfovibrio sp. em biofilmes, 

pelas técnicas diferenciadas usadas. A atividade efetiva do metabólito de Clostridium sp. 

sobre o crescimento de Pseudomonas sp. vai de encontro a outros trabalhos, comprovando a 

atividade biocida do grupo das cefalosporina sobre esse gênero e sobre espécies 

multirresistentes (BĂLĂŞOIU et al., 2014). O espectro de ação desse antibiótico abrange 

bactérias Gram positivas e negativas (Morata et al., 2015) e seu efeito sobre biofilmes tem 
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sido demonstrado (Ding & He, 2010), principalmente de microrganismos patogênicos (Alan 

et al., 2017). Porém, a efetividade da ação antimicrobiana sobre bactérias envolvidas no 

processo de corrosão microbiológica ainda não se tem relatos, possivelmente pelo custo 

benefício, já que a purificação de antibióticos demanda valor elevado (Wright, 2015).  

             As bactérias Gallionella sp. e Pseudomonas sp. foram as mais significativamente 

inibidas, demonstrando que o metabólito de Clostridium sp. age mais fortemente sobre 

microrganismos de metabolismo aeróbio. Provavelmente a posição que esse tipo microbiano 

ocupa dentro do biofilme, mais externamente (Videla, 2003), reflete o espectro de ação do 

metabólito, agindo mais superficialmente sobre a comunidade microbiana. A redução na taxa 

de Desulfovibrio sp. (Fig. 4a) pode ser reflexo do tempo de contato, o que pode proporcionar 

maior difusão do metabólito dentro do biofilme e, consequentemente, agir sobre esse tipo 

bacteriano, que se distribui mais internamente à comunidade (Enning & Garrelfs, 2013).  

    

3.2.2. Atividade biocida sobre biofilmes de IOF, SBR e TAB 

             A atividade biocida dos metabólitos obtidos dos microrganismos endofíticos de L. 

gracilis Schauer foi diferenciada entre si e em relação ao controle pelas técnicas empregadas. 

Os metabólitos que demonstraram atividade biocida sobre os biofilmes de IOB, SBR e TAB 

foram os obtidos de S. tomento-alba (LGS-Ff1) e de Clostridium sp. (LGS-Rb1), ambos na 

máxima concentração avaliada após 144 horas de contato. A Figura 7 mostra os resultados 

obtidos a partir da relação OD580/OD600.  

              O metabólito de S. tomento-alba agiu reduzindo significativamente a taxa de IOB e, 

em menor escala, a de SRB após 144 horas de contato (Fig. 7a), contrapondo os resultados da 

sua ação sobre biofilmes das cepas ATCC, onde não houve ação significativa de inibição. Já o 

metabólito de Clostridium sp. demonstrou também ter atividade sobre biofilmes, mas apenas 

sobre biofilmes de bactérias anaeróbias totais (TAB) nesse ensaio (Fig. 7b). As variações da 

atividade dos metabólitos sobre biofilmes de cepas ATCC e sobre biofilmes obtidos da água 

de produção de petróleo justifica-se pelo fato de haver nesses algumas espécies bacterianas 

mais vulneráveis a determinadas biocidas em relação a outras (Crespi, 2001), pois não há um 

único tipo de espécie purificada em comunidade de biofilme, mas há um grupo diverso dentro 

do mesmo gênero, com variações adaptativas e genéticas, em plena dinâmica (Poltak & 

Cooper, 2011). Outro importante fato é que biofilmes obtidos da água de produção de 

petróleo tendem a ser, naturalmente, mais resistente a ação de inibidores, sejam naturais ou 

não (Davies, 2003), em decorrência da simbiose entre as espécies, mantida, entre outros 
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efeitos, para neutralização dos biocidas (Companac et al., 2002).  

            Os resultados da taxa de MPN vão de encontro aos obtidos pela relação de 

absorbância, mostrando também a ação inibitória dos metabólitos de S. tomento-alba e 

Clostridium sp. sobre IOB e SRB, e TAB, respectivamente, na máxima concentração avaliada 

após 144 horas de contato (Fig. 8).  O metabólito de S. tomento-alba teve espectro de ação 

maior sobre as IOB, sendo eficiente, em menor escala, sobre SRB em biofilmes (Fig. 8a). Por 

outro lado, apenas as TAB foram inibidas por ação do metabólito de Clostridium sp., 

reduzindo sua taxa de crescimento a quase zero  (Fig. 8b).  

         O metabólito obtido da bactéria endofítica Clostridium sp., isolada da raiz de L. gracilis 

Schauer, foi o mais eficiente na inibição de maioria dos biofilmes microbianos avaliados, 

diferindo significativamente do controle. A ação do metabólito de S. tomento-alba também 

demonstrou atividade exclusivamente sobre biofilmes de bactérias oxidantes de ferro e SRB. 

Desse modo, os metabólitos de endofíticos de L. gracilis Schauer podem ser bastante efetivos 

como futuros biocidas naturais no controle da corrosão microbiologicamente induzida. 

 

3.2.3. Atividade antibiofouling  

            A atividade antibiofouling foi verificada apenas pela ação do metabólito obtido de S. 

tomento-alba (LGS-Ff1) sobre a formação de biofilmes de SRB, IOF e TAB nos tempos de 

contato avaliados. A Figura 9 mostra micrografias eletrônicas obtidas após 144 horas de 

contato com cada metabólito na máxima concentração avaliada (200 µg/L) comparadas ao 

controle. A ausência da formação de biofilmes sobre a superfície do aço carbono AISI 1020 

após 144 horas de tratamento com 200µg/L do metabólito obtido de S. tomento-alba deixa 

claro a atividade antibiofouling dessa substância (Fig. 9b) quando comparada ao controle 

(Fig. 9a) e aos biocupons tratados com os demais metabólitos (Fig. 9c e d).  

              A eficiência do metabólito de S. tomento-alba (LGS-Ff1) foi também comprovada 

pela obtenção das isotermas de adsorção, dada pelo modelo de Langmuir (Fig. 10). Os 

resultados da avaliação do metabólito LGS-Ff1 em diferentes concentrações se enquadraram 

no perfil de isoterma de Langmuir (R
2
=0,998) (Fig. 10a), demonstrando que houve forte 

adsorção dessa substância sobre a superfície do aço carbono AISI 1020 nas condições de 

temperatura e pH avaliados (±30º C e 6.0, respectivamente), diferindo de forma ssignificativa 

da ação dos outros dois metabólitos, que não demonstraram ter atividade antibiofouling com 

base na isoterma de adsorção (R
2 

< 8,0) (Fig. 10b e c).  

               Metabólitos obtidos a partir do metabolismo de microrganismos endofíticos podem 
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apresentar atividade antibiofouling, seja evitando a formação de macro ou microfouling 

(Proksch et al., 2010). A adsorção do metabólito LGS-Ff1 sobre a superfície do aço carbono 

AISI 1020 pode justificar a ausência de formação de biofilme ao final do tempo de contato. 

Possivelmente, o metabólito de S. tomento-alba agiu de forma preventiva na formação de 

biofilmes de IOB, SRB e TAB devido sua adsorção à superfície do material, evitando assim a 

adesão das células microbianas e inviabilizando a formação de biofilme sobre a superfície do 

aço. A prevenção na adesão das células microbianas ocorreu possivelmente em decorrência 

das modificações estruturais ou no perfil de cargas elétricas da superfície (Rittschof, 2000) ou 

pela sua própria atividade biocida, anteriormente comprovada, eliminando assim as primeiras 

células a entrar em contato com o aço. A adesão das células microbianas é considerada um 

dos fatores mais importantes para a formação e desenvolvimento da comunidade microbiana 

em biofilme (Brambilla et al., 2017). 

             Em oposição aos resultados da ação antibiofouling demonstrada pelo metabólito de S. 

tomento-alba, as outras substâncias obtidas do metabolismo de microrganismos endofíticos de 

L. gracilis Schauer, A. lippae e Clostridium sp., não tiveram ação efetiva possivelmente em 

decorrência da baixa adsorção à superfície do material. A natureza química desses 

metabólitos, carboximetilcelulose (CMC) e cefalosporinas, tem perfil de adsorção 

diferenciado de acordo com o meio. As cefalosporinas apresentam boa adsorção em meio 

aquoso (Fakhri & Adami, 2014) assim como CMC (Trabelsi & Langevin, 2006). Porém, a 

baixa adsorção dessas moléculas sobre aço carbono AISI 1020 pode ter ocorrido pela natureza 

do meio, já que águas de produção de petróleo são ricas em matéria orgânica, substâncias 

químicas e de pH ácido (Chew et al., 2017), o que pode interferir na propriedade de adsorção 

de algumas substâncias (Abdel-Aal et al., 2016), como ocorre com CMC em fluidos de 

perfuração aquosos (Fagundes et al., 2016). 

 

4. Conclusões: 

             Diferentes tipos de microrganismos endofíticos de L. gracilis Schauer foram isolados, 

sendo identificados os principais gêneros: Sordaria, Achaetomium e Clostridium. Uma nova 

espécie de fungo endofítico, obtida da folha de L. gracilis Schauer, foi identificada como 

Achaetomium lippae e seu potencial de produção de carboximetilcelulose descoberto.  

              Os metabólitos obtidos a partir de microrganismos endofíticos isolados da folha e 

raiz de L. gracilis Schauer pertencem a diferentes classes químicas e demonstraram ter 

atividade biocida sobre biofilmes formados em aço carbono AISI 1020, diferenciando entre si. 
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Os biofilmes de Pseudomonas sp., Desulfovibrio sp. e Gallionella sp foram mais fortemente 

inibidos pelo metabólito obtido de Clostridium sp. na máxima concentração avaliada e ao 

final do tempo de contato. Já o metabólito que apresentou melhor atividade biocida sobre os 

biofilmes de bactérias redutoras de sulfato, oxidantes de ferro e anaeróbias totais foi de S. 

tomento-alba, também na maior concentração avaliada e após 144 horas de contato. 

              O único metabólito que demonstrou ter atividade antibiofouling foi o obtido de S. 

tomento-alba, sendo verificada sua ação na maior concentração avaliada, após 144 horas de 

contato. Os outros metabólitos não tiveram ação significativa nas concentrações e sobre os 

tempos avaliados.  

              Substâncias derivadas do metabolismo de microrganismos endofíticos isolados de L. 

gracilis Schauer tiveram ação biocida e antibiofouling comprovada sobre biofilmes de 

microrganismos envolvidos na corrosão microbiologicamente induzida. Esse potencial têm 

significativos impactos econômicos e ecológicos e o uso de tais substâncias em diferentes 

setores industriais, principalmente dentro da indústria de petróleo e gás, representa alternativa 

de novos biocidas e agentes antibiofouling de baixo custo, com ação efetiva e de baixo 

impacto ambiental.  
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Figuras: 

 

Figura 1: Árvore filogenética mostrando a relação de proximidade entre A. lippae e A. luteum 

a partir do sequenciamento genético.  
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Figura 2: Quantificação de cristal de violeta retido nos biofilmes microbianos de 

Pseudomonas sp., Desulfovibrio sp. e Gallionella sp. sobre aço carbono AISI 1020 após 

diferentes tempos de contato com (a) 200 e (b) 150 µg/L do metabólito de Clostridium sp. 

(LGS-Rb1). Os valores são expressos pela razão de densidade óptica 580/600nm.  
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Figura 3: Número mais provável (NMP) de bactérias após diferentes tempos de contato com 

(a) 200 e (b) 150 µg/L do metabólito de Clostridium sp. (LGS-Rb1). 
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Figura 4: Quantificação de Pseudomonas sp e Gallionela sp. pelo método pour plate após 

contato com 200 µg/L do metabólito de Clostridium sp. (LGS-Rb1). 
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Figura 5: Micrografias eletrônicas de biofilmes microbianos sobre biocupons de aço carbono 

AISI 1020 (a) antes e (b) após 144 horas de contato com 200 µg/L do metabólito de 

Clostridium sp.  
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(b) 
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Figura 6: Quantificação de cristal de violeta retido nos biofilmes microbianos de bactérias 

oxidantes de ferro (IOB), redutoras de sulfato (SRB) e anaeróbias totais (TAB) sobre aço 

carbono AISI 1020 após diferentes tempos de contato com (a) 200 µg/L do metabólito de S. 

tomento-alba sp. (LGS-Ff1) e (b) do metabólito de Clostridium sp. (LGS-Rb1). Os valores 

são expressos pela razão de densidade óptica 580/600nm.  
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Figura 7: Número mais provável (NMP) de bactérias oxidantes de ferro (IOB), redutoras de 

sulfato (SBR) e anaeróbias totais (TAB) sobre aço carbono AISI 1020 após diferentes tempos 

de contato com 200 µg/L do metabólito de S. tomento-alba sp. (LGS-Ff1). 
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Figura 8: Micrografias eletrônicas mostrando a atividade antibiofouling: (a) controle, (b) 

ação do metabólito de S. tomento-alba, (c) A. lippae e (d) Clostridium sp. após 144 horas de 

contato na máxima concentração avaliada (200µg/L).   
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(c)  

Figura 9: Isotermas de adsorção obtidas pelo modelo de Langmuir a partir de diferentes 

concentrações dos metabólitos de microrganismos endofíticos de L. gracilis Schauer após 144 

horas de contato: (a) metabólito de S. tomento-alba, (b) metabólito de A. lippae e de (c) 

Clostridium sp.  
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6.4. Manuscrito IV:  

            Comprovante de submissão do manuscrito à MicrobiologyOpen: 
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 17 

Abstract 18 

In oil industry microbiologically influenced corrosion plays a key role since it costs a lot of 19 

money yearly. This kind of corrosion is mainly induced by the microbial biofilms occurring 20 

on the metal surface and their metabolites that modify the electrochemical conditions from 21 

metal-solution interface. This study focused on the evaluation of the antimicrobial activity of 22 

essential oil of Lippia gracilis Schauer over Clostridium bifermentans isolated from ballast of 23 

ship transporter of crude oil as well as against fungi occurring on microbial biofilms. 24 

Additionally, it was evaluated the influence of the essential oil on the corrosion of AISI 1020 25 

carbon steel by electrochemical and gravimetric techniques. A minimum inhibitory 26 

concentration of the 20.0 μg.L
-1

 was obtained for the essential oil over the C. bifermentans 27 

that was the same used for investigating the biocide activity against fungal biofilms for 28 

different contact time.  Results showed that colony former unit (CFU) for fungi reduced to 29 

zero after 120 minutes exposition to the essential oil. Also, the essential oil of L. gracilis 30 

Schauer showed a quite good potential to control effectively the growth of C. bifermentans. 31 

Electrochemical polarization and gravimetry assays showed that essential oil of L. gracilis 32 

Schauer at concentration of 60µg.L
-1

 was efficient to inhibit the corrosion of AISI 1020 33 

carbon steel. L. gracilis Schauer essential oil acted as a powerful biocide.  34 

 35 

Keywords: microbiologically influenced corrosion; essential oil; Lippia gracilis Schauer; 36 

biocide; biofilm. 37 
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1. Introduction 38 

In oil industry microbiologically influenced corrosion (MIC) plays a key role since it 39 

costs a lot of money yearly accounting for up to 20% of total corrosion. The financial loss in 40 

the USA can achieve values as high as 60 billion dollars per year (Videla & Herrera, 2009). 41 

There is no official data about the financial loss caused by MIC in Brazil on the oil and gas 42 

industry, however it certainly plays a role since this country shows climatic conditions 43 

favorable to development of biofilms on the surface of materials immersed in natural water, 44 

not necessarily marine water (Gu, 2012). However, it estimates that Brazilian financial loss 45 

can accounts for approximately 10 billion dollars per year, mainly due to oil companies 46 

(Lieser & Stek, 2010). MIC on the oil industry can affected many activities such as extraction, 47 

processing, distribution as well as storage of oil.  48 

It is known that many different types of microorganisms can be involved on the MIC 49 

process mainly those in the planktonic or growing in sessile microbial communities called 50 

biofilms. The bacteria C. bifermentans stands for favoring the corrosion by itself or for 51 

making part of biofilms associated or not to others microorganisms such as fungi, for 52 

instance. Therefore, C. bifermentans has been associated to MIC on production and industrial 53 

treatment of water, also in pipeline of fields of oil and gas (Magot, 2000; Jan-Roblero et al., 54 

2008; Khelifi et al., 2009; Duque et al., 2011) C. bifermentans is an aerobic facultative, 55 

motile, Gram-positive bacterium and can be isolated and grown on solid nutrient medium 56 

(Barloy et al., 1996). Bacterium belonging to the Clostridium genus is able to produce 57 

solvents and organic acids. These acids can then hasten the corrosion process and this fact can 58 

be associated with favoring corrosion by the species belonging to this genus (Larsen et al., 59 

1988). Additionally, fungi occurring on biofilms can produce these organic acids then causing 60 

problems to the oil and gas industry (Little & Lee, 2007). Some species of fungi can be easily 61 

isolated from pipeline being these species Hormoconis, Aspergillus, Fusarium and 62 

Trichosporon the most present.  63 

Chemicals (organic or inorganic) used in order to reduce or eliminate the 64 

microorganisms in industrial systems are called as biocides. They have been widely used in 65 

the oil industry to protect pipeline during oil process steps such as, for instance, on drilling 66 

fluids in production water and so on in order to control the planktonic microorganisms and, 67 

mainly, those building biofilms. 68 

Nowadays the biocides most used to control of C. bifermentans and fungi, as well as 69 

the consequent corrosion caused by these microorganisms, are the hydrogen peroxide, 70 
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quaternary ammonium compounds and glutaraldehyde (Magot, 2000). However, many factors 71 

can interfere on action of these biocides as, for instance, the endospores production, 72 

inactivation mechanism of these substances and the development of resistance due to 73 

mutations (Lanneluc et al., 2015). Another negative point of using chemical as biocides is its 74 

toxicity to the environment, since it usually has lower degradability rate then increasing the 75 

residence time in the environment (Gu, 2014).  76 

In this context, the use of natural products as an alternative to the chemical biocides is 77 

gathering attention due economical and environmental reasons. They show interesting 78 

properties as sustainability, lower cost and are environmentally-friend. The genus Lippia is 79 

known to show anti-bacterial activity. Lippia gracilis Schauer is a native bush from semiarid 80 

area of the Northeast region in Brazil, mainly at Pernambuco and Rio Grande do Norte States 81 

(Mattos et al., 1999; Marreto et al., 2008). This specie has fruits with seeds that rarely 82 

germinate and small and aromatic leaves rich in essential oils. The L. gracilis Schauer 83 

essential oil is rich in substances such as thymol, carvacrol, p-cymene and γ-terpinene that 84 

give to the oil powerful anti-microbial activities. Brazilian Healthy Ministry through the 85 

Research Program on Medicinal Plant cites L. gracilis Schauer as one of the most important 86 

plants (Pimenta et al., 2007). Many studies report the anti-microbial activity of the essential 87 

oil from L. gracilis Schauer (Albuquerque et al., 2006; Oliveira et al., 2008). However, to the 88 

best of our knowledge there is no report dealing with evaluation of this oil aiming to control 89 

MIC. 90 

In this context, this study investigated the anti-microbial potential of the essential oil 91 

from L. gracilis Schauer over C. bifermentans, isolated from ballast of ship transporter of 92 

crude oil and against fungi occurring on microbial biofilms. Additionally, the influence of the 93 

essential oil on the corrosion of AISI 1020 carbon steel by electrochemical and gravimetric 94 

techniques was also investigated. 95 

 96 

2 – Material and methods 97 

2.1 - Harvest of L. gracilis Schauer and essential oil extraction  98 

The harvest of L. gracilis Schauer was carried out in the city of Mossoró (5° 11′ 17″ 99 

south and 37° 20′ 39″ North) at semiarid region of Rio Grande do Norte State - Brazil. 100 

Taxonomic identification was performed comparing harvested samples to one present as an 101 

exsiccatae at herbarium from Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE/Brazil) also a 102 

taxonomic key has been performed.  103 
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The essential oil was extracted using the hydrodistillation method by using Clevenger 104 

system adapted to a glass ballon-flask. The yield was calculated by the difference between the 105 

total oil quantity obtained and the total mass of dried leaves used during extraction.  106 

 107 

2.2 . Chemical characterization of the L. gracilis Schauer essential oil 108 

Samples of L. gracilis Schauer essential oil were assayed by Gas chromatography-109 

mass spectrometry (GC-MS) in order to identify its components. Firstly, a search on the CG-110 

MS library was performed in order to compare to the retention index of those obtained by the 111 

co-injection of the oil together the linear hydrocarbons (C11 - C24) calculated according to the 112 

Van & Kratz (1963) equation. Followed, the results were compared to others CG-MS libraries 113 

as well as with other studies on the literature. Also, a qualitative assay was performed by 114 

using the Hewllet-Packard 5890 SERIES II CG chromatographer coupled to a flame 115 

ionization detector (FID) and a capillary silica column (J & W Scientific DB-5). Column 116 

temperature was adjusted to 35 ºC and hydrogen (H2) gas was used as carrier. The oil assay 117 

was performed using the Hewllet-Packard CG/MS (CG: 5890 SERIES II/ CG-MS: MSD 118 

5971) system coupled to the same column and temperature above mentioned. However, the 119 

H2 gas was changed to Helium (He) having a flow-rate of 1.0 mL/min.  120 

 121 

2.3. Isolation and identification of C. bifermentans 122 

The isolation of C. bifermentans was performed in laminar flow hood from totak 123 

microbial biofilms obtained using crude oil samples of ballast of ship transporter donated by 124 

Center for Research and Development Leopoldo Américo Miguez de Melo (CENPES – 125 

PETROBRAS - Rio de Janeiro, Brazil). The biocupons (1020 AISI carbon steel) were 126 

inserted in a dynamic system made from acrylic with forced water circulation (flowrate: 500.0 127 

mL/h) for obtaining the total microbial biofilms. Before insertion in the dynamic system, the 128 

biocoupons were treated using sonication (UltraCleaner 1600A® - Skymen) using 129 

dichloroethylene (by 15 minutes) followed by washing with etanol, acetone and deionized 130 

water in order to remove residues and impurities. After seven days in the dynamic system the 131 

biocoupon pickling was performed. The microorganisms existing at the biofilms for every 132 

biocoupon were kept separately on Petri plates after pickling. It was used five biocoupons in 133 

this assay.       134 

          After pickling the microorganisms existing on the Petri plate were transferred to 135 

approximately 10 mL added to rounded bottom-flasks containing the cultivation medium 136 
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specific to total aerobic bacteria: Nutrient broth (10.0 g/L of Lab-Lemco Powder, 10.0 g/L of 137 

peptone and 5.0g/L of NaCl) and incubated in BOD at 30 ºC for 48 hours. Followed, samples 138 

were transferred to plates of Petri containing the Agar nutrient medium for selecting the pure 139 

colonies. Molecular identification of bacteria was carried out after 48 h of cultivation growth. 140 

In this case, gene sequencing of 16S rRNA subunit was performed and further compared to 141 

the DNA and proteins sequencing in data bank, Genbank (2000). Briefly, the DNA extraction 142 

during the bacterial cultivation was performed and visualized through 1.0 % agarose gel 143 

electrophoresis and marked by SYBR Safe® (Thermo Fischer Scientific). After DNA 144 

extraction the 16S rRNA (1500pb) was amplified by PCR using universal primers for 145 

bacterium, SAdir (5‘-AGAGTTTGATCATGGCTCAGA-3‘) and S17rev (5‘-146 

GTTACCTTGTTACGACTT-3‘). The amplification reactions were carried out using the 147 

GeneAmp PCR System 9700® thermocycler (Applied Biosystems). The PCR products were 148 

purified using the UltraClean® PCR Clean-up® kit (MOBio). After purification, 149 

quantification and purity were estimated by optic density using NanoDrop® ND-1000 UV-150 

Vis spectrophotometer (ThermoScientific). PCR products were sent to sequencing at Human 151 

Genomic Center at São Paulo University (USP-Brazil) using the MEGABACE 1000 152 

automated sequencer. The sequencing result was assayed using the Chromas Lite software 153 

version 2.01 (Technelysium) and compared to those existing in the Genbank (2000). The 154 

sequence similarity was performed using the BLASTn (Basic Alignment Search Tool) 155 

software.  156 

 157 

2.4. Activity of L. gracilis Schauer essential oil over C. bifermentans 158 

In order to determine the minimum inhibitory concentration of L. gracilis Schauer 159 

essential oil different concentrations were added to the cultivation medium. Next, samples of 160 

the C. bifermentans obtained from biofilms were added to the solid medium on the Petri 161 

plates and incubated in Biochemical Oxygen Demand (BOD) equipment at 30
◦
C for 24 hours. 162 

The following concentrations were assayed 0.5; 1.0; 10.0; 30.0; 60.0 and 90.0 μg with four 163 

repetitions. A blank was used as control and results were obtained after 24 hours. 164 

 165 

2.5. Activity of L. gracilis Schauer essential oil in fungal biofilms  166 

To obtain the fungal-containing biofilms in order to assay the biocide activity of the L. 167 

gracilis Schauer the experiments were carried out in dynamic system with forced water 168 

circulation following the same methodology as shown for C. bifermentans.  169 
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The coupons were withdrawn after seven days in which the total biofilms were fully 170 

built. The coupons were fixed to a nylon wire and submitted to different essential oil 171 

concentrations using Erlemeyer flasks capped with cotton. The flasks were incubated on a 172 

reciprocating shaker at 25 ºC and 50 rpm during 0, 60, 90 and 120 minutes. In this case, an 173 

essential oil concentration of the 20.0 μg.L
-1

 was added to 250 mL of salt solution (0.85 g/L) 174 

together 200.0 µL of Tween (80% v/v). Sterile water was used as negative control and 200.0 175 

µL of Tween (80% v/v) as positive one. After the contact time with the L. gracilis Schauer 176 

essential oil every coupon was scraped separately for quantifying the microbial density, in 177 

terms of colony forming unity (CFU) using a medium specific to fungi. The colony forming 178 

unit (CFU) was obtained from dilution of 10 mL of total biofilms, thus from every dilution 179 

samples of 0.1 mL were added directly to the Saborround medium and spread with the aid of 180 

a Drigalski holder. The plates were stored in BOD at 30 ºC for 48 hours. Experiments were 181 

carried out in triplicate. 182 

 183 

3. Corrosion experiments 184 

3.1. Electrochemical assays 185 

The corrosion experiments were carried out using an electrochemical cell containing 186 

NaCl (0.5M) as the corrosive medium and three electrodes. The copper electrode was used as 187 

the working electrode, it is highlight that the Ag/AgCl electrode was used as the reference 188 

electrode, and the platinum electrode was used as counter-electrode. The inhibition corrosion 189 

efficiency on AISI 1020 carbon steel due to the L. gracilis Schauer essential oil 190 

microemulsion was assayed by the linear potentiodynamic polarization (LPP) and 191 

electrochemical impedance spectroscopy (EIS) techniques by means of the 192 

potentiostat/gavalnostat Autolab® model PG STATE 204 (Metrohm) coupled to NOVA 193 

software version 1.11. The essential oil concentration assayed were 0.0, 20.0, 40.0 and 60.0 194 

µg.L
-1

.  195 

The polarization curves were obtained by scanning the potential below and above 300 196 

mV in relation to the open circuit potential using a rate of 1.0 mV/s by 180 minutes of 197 

immersion. The assays for EIS were carried out using the open circuit potential at 25 ºC at a 198 

frequency ranging from 10000 Hz to 6 MHZ. The TAFEL straight extrapolation method was 199 

used to obtain the curves and the corrosion inhibition efficiency (IE) according to Eq. (1):  200 

 201 

      
                 

     
            Eq. (1) 202 



Artigos  
 

Marcelino Gevilbergue Viana. Programa de Pós-graduação em Biotecnologia - RENORBIO 
 170 

where Icorr and Icorr(inh) are the AISI 1020 carbon steel currents in the absence and presence of 203 

each essential oil concentration, respectively.  204 

 205 

3.2. Gravimetric analysis  206 

Biocoupons (AISI 1020 carbon steel) were used to investigate the mass loss after 207 

contact with each essential oil concentration by gravimetry for the contact time previously 208 

described. The specimens were withdrawn from the dynamic system every four days thus 209 

after pickling of microbial biofilms they were washed using acetone and water followed by 210 

drying with hot air. The mass loss was calculated according to Eq. (2): 211 

 212 

       
 

   
              Eq. (2) 213 

 214 

where CR is the corrosion rate, W is the mass loss (mg), d is the biocoupon density (g/cm
3
), A 215 

is the biocoupon exposed area (cm
2
) and t is the exposure time (h). 216 

The AISI 1020 carbon steel density was 7.86 g/cm
3
 according to NACE-TM (2000). 217 

The corrosion rates were calculated in mm/year. The test was performed in triplicate for each 218 

experiment at room temperature, and the observed differences were found to be lower than 219 

5%. An analysis of variance was carried out using the different microemulsion contact time. 220 

The positive control used only the biocoupon and distilled water, while a 0.5 M NaCl solution 221 

was used as the negative control.  222 

        223 

 4. Statistical analysis 224 

Tukey test at 5% confidence level was used to determine the inhibition rate of the 225 

essential oil over C. bifermentans. For inhibition in the biofilms it was used a fully casualised 226 

delineation in which it was assayed the contact time of the biofilms to L. gracilis Schauer 227 

essential oil with three repetitions for each treatment. For analysis the data were transformed 228 

to log (x+1) and submitted to analysis of variance and mean separate by Tukey test. 229 

Regression curves were obtained from the raw data mean, in this case the contact time was the 230 

independent variable. Exponential, logarithm, quadratic and polynomial model were selected 231 

based in the coefficient of determination (R
2
) as well as the mean squared residue (MQR). 232 

The statistical analysis was performed using the software for variance analysis system 233 

(SISVAR 5.6). 234 

 235 
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4. Results and discussion  236 

4.1. L. gracilis Schauer essential oil chemical characterization and yield 237 

The essential oil of L. gracilis Schauer resulting from the extraction process showed a 238 

higher concentration of the bioactive substance carvacrol (approximately 50%). However, it 239 

was observed a quite lower thymol quantity as shown in Table 1.  240 

It is important to highlight that oil extraction yield was of 1.74%. The quantitative 241 

fluctuations of the majority essential oil components occurred mainly due to genetic as well as 242 

environmental conditions of the plant cultivation. It is known that others factors such as the 243 

harvest time, season of year, climate, soil as well as sample quantity and life cycle in which 244 

the plant is submitted besides the harvesting local can affect directly the chemical 245 

composition and the raw yield of the oil (Bakkalli et al., 2008; Moraes et al., 2011). This 246 

ranging on the chemical composition can also happen in the same locality despite having 247 

relatively similar environmental conditions (Dewick, 2011). Another important factor that 248 

plays an important role in the bioactive compounds produced by the plants is the parasite 249 

attack, since the production of these substances works as a defense mechanism to the plant, 250 

then helping in the inhibition attack as well as in the infection process by pathogens (Dewick, 251 

2011). 252 

 253 

4.2. Biomolecular identification of the bacteria 254 

A molecular identification of bacteria obtained from biofilm was carried out after 48 h 255 

of cultivation growth. In this case, gene sequencing of 16S rRNA subunit was assayed and 256 

further compared to the DNA and proteins sequencing data bank, Genbank. The PCR product 257 

fragments of 1320 bp (Fig. 1) showed 99.9% similarity to the bacteria Clostridium 258 

bifermentans, according to Genbank. It is important to highlight that this bacteria is common 259 

in oil industry. There are in the literature some studies that used a quite similar methodology 260 

and that identified the genus Clostridium associated to microbial corrosion in pipeline on 261 

fields of oil and gas. Jan-Roblero et al. (2008) used molecular assay to phylogenetic 262 

identification of bacterium in the pipeline of gas during oil production in Mexico and detected 263 

the presence of Clostridium causing corrosion in association with other bacterium on a 264 

biofilm. They reported that the presence of genus Clostridium is favored by the ideal 265 

conditions generated by the Enterobacteria also is quite common Clostridium being 266 

associated with sulfate-reducing bacteria (SRB) in biofilm. Khelifi et al. (2009) showed this 267 

bacterium is predominant, including C. bifermentans, in water of industrial treatment also 268 
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associated to SRB. Recently, Biswas et al. (2013) reported this genus presence in fungal 269 

biofilms built in treated water pipeline. It is highlighted that this bacterium favors 270 

biocorrosion mainly for producing sulfide and hydrogen sulphide through the cystein and 271 

sulphate-rich compounds fermentation, respectively (Marreto et al., 2008; Leja et al., 2013). 272 

Specifically on carbon steel C. bifermentans causes pitting and associated others bacteria it 273 

potentiates this action (Palaniappan & Toleti, 2016).  274 

 275 

4.3. Essential oil minimum inhibitory concentration (MIC) over C. bifermentans 276 

An evaluation of the MIC for L. gracilis Schauer essential oil was carried out during 277 

incubation in Petri plates at 30
◦
C for 24 hours. It was observed that samples in which the 278 

essential oil of L. gracilis Schauer was lower or equal to 10.0 µg.L
-1

 they were inefficient 279 

over the bacteria growth. However, concentrations of 30.0, 60.0 and 90.0 µg.L
-1

 inhibited 280 

completely the bacteria growth (Table 2). Albuquerque et al. (2006) assayed the influence of 281 

essential oil of L. gracilis Schauer up to 400 μg.L
-1

 over the Bacillus pumilus growth. This 282 

bacterium is also associated to biofilms causing biocorrosion. However, they did not observe 283 

any effect over the B. pumilus growth for this range of concentration. In order to define the 284 

MIC the concentration range it was reduced from 15.0 to 30.0 μg.L
-1

 (15.0, 20.0, 25.0 and 285 

30.0 μg.L
-1

). It was observed that 20 and 25 μg.L
-1

 allowed the inhibition of the bacteria 286 

growth in vitro then the former was taken as the MIC (Table 3). Albuquerque et al. (2006) 287 

investigated the effect of the essential oil of L. gracilis Schauer over several microorganisms 288 

and reported a MIC of the 420 μg.L
-1

. It is known that each oil concentration acts in a 289 

different way over the microorganisms then showing or not inhibition concerning the cell 290 

growth. Also, characteristics such as type of microorganism as well as oil chemical 291 

composition play an important role on the MIC. As shown by the results of oil chemical 292 

characterization, despite the lower thymol concentration there was a complete inhibition of C. 293 

bifermentans. Additionally, it is possible the synergism occurrence between these two 294 

molecules, thymol and carvacrol, then favoring the antimicrobial activity of the oil. Others 295 

substances such as p-cymene and γ-terpinene coupled to carvacrol could strengthen the 296 

antimicrobial activity of the essential oils (Palaniappan & Toleti, 2016). Therefore, is possible 297 

that in this study the presence of these others compounds strengthened the antimicrobial 298 

activity of the essential oil of L. gracilis Schauer over C. bifermentans, then inhibiting totally 299 

the in vitro cell growth.   300 

 301 
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4.4. Antifungal activity of essential oil of L. gracilis Schauer 302 

The essential oil of L. gracilis Schauer showed in vitro different behaviors (p<0.05) 303 

concerned to the contact time of the fungal biofilms. The results showed that there was 304 

significant difference of the essential oil of L. gracilis Schauer over the biolfilms (p<0.05) for 305 

the four contact times (0, 60, 90 and 120 minutes) assayed. In this case, a variation coefficient 306 

(VC) of 26.65 was observed. Also, the decreased of the CFU concerned to the contact time of 307 

essential oil of L. gracilis Schauer fitted to a polynomial model in which a time of 120 308 

minutes was determined as the needed time to inhibits completely the fungal growth as shown 309 

in Fig. 2. 310 

Currently, it has been observed the occurrence of new strategies for MIC control since 311 

this is a problem that affects different industrial sectors and increases year to year. Also, the 312 

use of biocides leads to a higher toxicity potential that brings to a non favorable option 313 

sometimes. The natural products use to carry out the task is playing role mainly for 314 

environmental as well as economical reasons despite is not a new practice. Some studies have 315 

shown the efficiency of these natural products in the biofilms control, mainly the bacterial one 316 

(Silva et al., 2010; Marques et al., 2012; Fadel et al., 2013). Pioneer studies using plant 317 

extracts were carried out primary to act of the fungal biofilms, for instance, the use of aqueous 318 

extract of Allium sativum and A. cepa inhibited by full the growth on different fungal types 319 

(Ferreira et al., 2011; Marques et al., 2012). Others natural products such those form algae 320 

and cyanobacteria were assayed in order to control the biofouling and biocorrosion showing 321 

good results over the fungal growth inhibition (Acevedo et al., 2013; Moura et al., 2013).  322 

The antimicrobial activity of the essential oil of L. gracilis Schauer shown in this 323 

study is probably due to the presence of carvacrol it has been cited in the literature that it can 324 

act over pathogenic as well as non pathogenic fungals. The main mechanism of this substance 325 

action as well as of thymol over fungal is based on the mitochondrial membrane 326 

depolarization caused by the reduction of the cellular membrane potential then affecting the 327 

pH, the ATP synthase, the calcium cycle and other canals. Therefore, the occurrence of a 328 

conidial germination reduction leads to the fungi death (Bakkalli et al., 2008). 329 

In the present study, the essential oil of L. gracilis Schauer appeared as a powerful 330 

antifungal biocide even at lower concentration, then confirming its fungicide power. The use 331 

of this substance can represent as an alternative to control efficiently the biocorrosion on oil 332 

and others industries. It has some advantages since is environmentally-friend, obtained from a 333 

renewable source and shows lower toxicity.  334 
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4.5. Corrosion experiments 335 

4.5.1. Electrochemical assays 336 

          The essential oil of the L. gracilis Schauer did not show activity compared to the 337 

control when the EIS analysis was performed on the AISI 1020 carbon steel at room 338 

temperature. According to the Nyquist model none assay was able to form prominent 339 

capacitive arcs, reducing the current intensity. All gave lower activities than the control (NaCl 340 

0.5M) as seen in Figure 3.  The concentrations of the 20.0 and 40.0 µg.L
-1

 showed better 341 

performance than the higher concentration assayed (60.0 µg.L
-1

) but not enough to reduce the 342 

current over the carbon steel. This result is not common but factor as temperature, pH and 343 

type of medium used can influence the efficiency of natural product on corrosion mainly due 344 

to the interaction of the components of the natural product (Zaferani et al., 2013; Usher et al., 345 

2014).    346 

          On the other hand, LPP analysis as shown by Tafel curves for essential oil of  L. 347 

gracilis Schauer at different concentrations, compared to the control, showed at 60.0 µg.L
-1

 348 

the essential oil was able to reduce the current (Icorr = 2.59) increasing the potential and thus 349 

reducing the mass loss of the AISI 1020 carbon steel (Data not shown). As shown in Fig. 4, 350 

the anodic and cathodic polarization curves showed reduction of the current intensity in both 351 

branches, with the cathodic showing higher inhibition due to the use of 60.0 µg.L
-1

 of 352 

essential oil.  353 

            Gravimetric assays by mass loos performed out of the electrochemical cell ans using a 354 

higher range of contact time for the essential oil of the L. gracilis Schauer showed that this oil 355 

was able to reduce the corrosion rate compared to the control (NaCl 0.5M). In this case, the 356 

corrosion rate was kept near zero during all the time of contact (Fig. 5). Therefore, the 357 

gravimetry assays confirm the results of LPP analysis, showing that essential oil of the L. 358 

gracilis Schauer can act as a corrosion inhibitor even in a medium with corrosive 359 

characteristics (Gentil, 2011) acting even at lower concentration.    360 

 361 

5. Conclusion 362 

In this study it was investigated the anti-microbial potential of the essential oil of the 363 

L. gracilis Schauer on microbial biofilms. This oil was able to inhibit the C. bifermentans, 364 

showing a MIC of 20 μg.L
-1

. Antifungal activity was also observed in biofilms in which 120 365 

minutes was found to completely reduce the CUF to zero. The biocide activity of this 366 

essential oil is mainly due to presence of carvacrol acting in synergism with others molecules 367 
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such as p-cymene e γ-terpinene. An oil concentration of  the  60.0 μg.L
-1

 was able to reduce 368 

the mass loss of 1020 AISI carbon stell as shown by LPP and gravimetry analysis. The use of 369 

essential oil of L. gracilis Schauer can be alternative to the MIC control since is 370 

environmentally-friend, renewable and shows lower toxicity.  371 
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Table 1 - Essential oil of Lippia gracilis Schauer chemical characterization. 

 

Compound *R.I Total (%) 

Hexenol<(4Z)-> 871 1.46  

Thujene<α-> 924 1.80 

Pinene<α-> 932 0.44 

Pinene<β-> 974 0.40 

Myrcene 988 4.29 

Terpinene<α-> 1014 1.68 

Cymene<O-> 1022 4.50 

Sylvestrene 1025 0.46 

Ocymene<(E)-β-> 1044 0.33 

Terpinene<γ-> 1054 14.97 

Sabinene Hidrate <cis-> 1065 0.45 

Terpineolene 1086 1.14 

Epoxymyrcene<6,7-> 1090 0.14 

Linalool 1095 0.70 

Menthatriene 1108 0.03 

Terpinen-4-ol  1174 4.67 

Thymol methylether 1232 0.59 

Carvacrol methylether 1241 0.56 

Carvacrol 1298 49.51 

Thymol acetate 1349 0.01 

Carvacrol acetate 1370 0.14 

Total Chemical Classes   

Benzenoids - 55.90 

Monoterpenoids - 33.80 

Sesquiterpenoids - 10.20 

Total   99.90 

            *R.I.: Retention index 
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Table 2 - MIC of essential oil of L. gracilis Schauer for the higher range concentration 

experiment. Tukey test (p<0.05).  

 

Essential oil concentration 

 (μg.L
-1

) 

Inhibition zone of C. 

bifermentans (mm) 

Inhibition (%) 

0.0 0 0 

0.5 0 0 

1.0 0 0 

5.0 0 0 

10.0 0 0 

30.0 89±0.9
a
 100.0 

60.0 89±0.9
a
 100.0 

90.0 89±0.9
a
 100.0 

 

Table 3 - MIC for essential oil of L. gracilis Schauer using the lower range concentration, a 

MIC of 20.0 μg.L
-1

 was considered. Tukey test (p<0.05). 

 

Essential oil concentration 

 (μg/L
-1

) 

Inhibition zone of C. 

bifermentans (mm) 

Inhibition (%) 

0.0 0.0 0.0 

15.0 0.0 0.0 

20.0 89±0.9
a
 100.0 

25.0 89±0.9
a
 100.0 
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Figure 1: Electrophoresis of the products obtained using the SYBR stain in 1% agarose gel. 

(a) bacterial DNA genomic: lane 1, mark of 80 bp and 2 DNA extracted from the bacteria. 

(b) Amplificatilon by primers standard SAdir and S17rev from subunity 16S gene by 

PCR-GeneAmp: lane 1, molecular mark; lane 2 blank and 3 bacteria sample with 99.9% 

similarity to Clostridium bifermentans according to GenBank. 
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Figure 2 - Effect of the L. gracilis Schauer essential oil contact time over the fungal biofilm 

using an oil concentration of 20.0 µg.L
-1

. Negative control: distilled water. Positive control: 

200µL of Tween (80%). The means were obtained in triplicate. 

 

 gg  

 

  

Figure 3 – EIS diagram for AISI 1020 carbon steel in salting medium (NaCl 0.5M) in the 

presene of different concentrations of the L. gracilis Schauer essential oil. 
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Figure 4 – Polarization curves for AISI 1020 carbon steel in the salting medium (NaCl 0.5M) 

in the presence of different concentrations of L. gracilis Schauer essential oil using as control  

NaCl (0.5M). 
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Figure 5 - Corrosion rate of essential oil of L. gracilis Schauer (60µg.L
-1

) in different contact 

time (in minutes). 
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6.5. Manuscrito V: 

Comprovante de submissão do manuscrito à Materials Chemistry and Physics: 
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Abstract 

We investigate the use of the essential oil from a Lippia gracilis Schauer 

microemulsion system as a biocide and antibiofouling agent upon biofilms as well as the 

effect of this microemulsion on the corrosion rate of AISI 1020 carbon steel. The results 

showed that a microemulsion type Winsor-IV was efficient in preventing the biofouling 

formation after 96 hours of contact and inhibited the growth of the sulfate reducing, iron-

oxidizing bacteria as well as the fungi occurring at the biofilms after the 16 days of contact 

time. The antimicrobial action was likely due to a formation of a protective film. 

Keywords: microbiologically influenced corrosion, microemulsion, antibiofouling, 

Lippia gracilis Schauer essential oil, biofilms. 
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1. Introduction 1 

Production oil/water mixtures are characterized by a high level of contaminants as 2 

well as the presence of organic and inorganic particles coupled to different types of 3 

microorganisms that can build communities known as biofilms. The initial step in the 4 

formation of these communities is the accumulation of such particles and cells that follow a 5 

sigmoidal standard in space and time. At this point, a synergic mechanism occurs in different 6 

types of surfaces leading to corrosion mainly in the form of pitting. (Videla, 2003, Lenhart et 7 

al., 2014). 8 

Microbiologically influenced corrosion (MIC) plays a key role in many industrial 9 

processes (Prasad, 2000), and billion dollars are spent in the United States on maintenance 10 

and control of MIC (Gu, 2012). Furthermore, estimates suggest that in tropical countries more 11 

than US$ 10 billion a year is spent, mostly by the oil and gas industry, because of 12 

direct/operational damage. Additionally, climate conditions such as high temperatures, high 13 

water salinity and other ecological characteristics can contribute to an increase in corrosion in 14 

these countries. 15 

Different types of microorganisms such as bacteria and fungi present in biofilms can 16 

favor the MIC due to their metabolism activity or by the production of secondary metabolites. 17 

The biofilm development gives biological as well as ecological advantages for the species 18 

occurring in the communities where they can colonize different habitats and niches. 19 

Additionally, resistance to the external factors such as biocides is increased (Sutherland, 20 

2001; Gambino & Cappitelli, 2016); therefore, the production of extracellular polymeric 21 

substances (EPS) is one of the main strategies used to increase this resistance (Beech et al., 22 

2005; Li et al., 2007; Hong et al., 2012; Boyle et al., 2013; Baeza et al., 2013; Jin & Guan, 23 

2014). 24 

In oil and gas companies, the use of biocides to control MIC is quite common. 25 

Biocides been used in different sectors to reduce the occurrence of microorganisms without 26 

inhibiting the corrosive process itself (Videla & Herrera, 2009). Many types of biocides are 27 

currently available in the market including those based on organochlorides or gases such as 28 

nitrogen. Despite this strategy for MIC control, others methods have been investigated for 29 

mitigating environmental issues caused by the biocides as well as for cost reduction. Among 30 

these alternative strategies is the use of plant products such as extracts and essential oils 31 

which are being considered largely for their environmental-friendly nature (Nicolaou et al., 32 

2012). Additionally, they have lower production costs, proven efficacy and can be easily 33 
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scaled up. The action mechanisms of these natural products are not limited to the elimination 34 

of microbial-biofilms but can also induce chemical inhibition such as anodic and capacitive 35 

impedance effects as well as protect the material surface for film development (Abdel-Gaber 36 

et al., 2011; Loto et al., 2011).  37 

Essential oils are volatile compounds of different chemical composition usually rich in 38 

antioxidants and with a characteristic smell. They are formed by the secondary metabolism of 39 

aromatic plants and show different functions such as insecticide, herbicide and defense 40 

against active parasites (Bakkali et al., 2008; Viuda-Martos et al. 2011). Additionally, 41 

antimicrobial activity mainly due to the phenolic compounds such as flavonoids and 42 

terpenoids is attributed to essential oils (Albuquerque et al., 2006; Sarikurkcu et al., 2010; 43 

Viuda-Martos et al., 2010; Sarrazin et al., 2012; Ferraz et al., 2013).  44 

The genus Lippia has approximately 250 species known as essential oil producers, 45 

wich occur mainly in Central America, tropical Africa and South America. They are common 46 

in Brazil, where this genus can be found in the semiarid Northeast region (Terblanché & 47 

Kornelius, 1996; Lambert et al., 2001; Kunle, 2003; Albuquerque et al., 2006; Pimenta et al., 48 

2007). Lippia gracilis Schauer (Verbenaceae) is a bush popularly known as ―alecrim-da-49 

chapada‖ it has small branches and leaves rich in glandular trichomes. This plant´s essential 50 

oil has been applied in medicinal uses such as controlling skin diseases and ulcers, respiratory 51 

diseases such as sinusitis and bronchitis, influenza as well as antimicrobial and antitumor 52 

activities (Pascual et al., 2001; Ferraz et al., 2013). 53 

To enable manipulation to increase the interaction of the oil with its target, the use of 54 

microemulsion systems has been proposed. The microemulsions are isotropic and colorless 55 

thermodynamic stable systems of two liquids (usually water and oil) stabilized by a film of 56 

surfactants at the oil/water interface. They are characterized by spherical aggregates with 57 

diameters lower than 1400 Å (Oliveira et al., 1997; Oliveira et al., 2004). Due to its small 58 

diameter, the degree of interaction as well as the molecule thermodynamic stability is 59 

increased. Thus, these systems have been used in industrial processes mainly those carried out 60 

at high temperature, since it could be kept constant (Langevin, 1988). 61 

Therefore based on the antimicrobial relevance shown by L. gracilis Schauer and the 62 

knowledge that plant products can decrease or even stabilize the corrosion rate of different 63 

materials, we investigated the effect of the essential oil of L. gracilis Schauer using a 64 

microemulsion system on the microbial biofilms in a dynamic system, on its antibiofouling 65 

activity and on AISI 1020 carbon steel´s corrosion rate using impedance resistance and 66 
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electrochemical polarization techniques, gravimetry and surface analysis. 67 

 68 

2. Material and Methods 69 

2.1 Chemical 70 

Nonionic surfactant polyoxyethylene (20) sorbitan monooleate (Tween 80), chemical 71 

formula (C64H124O26) and molar mass 1310 g/mol was acquired from Sigma-Aldrich 72 

(MO/USA). Deionized water was used in the microemulsion systems and was prepared using 73 

a Milli-Q system.  74 

 75 

2.2 Harvesting of Lippia gracilis Schauer, essential oil extraction and chemical 76 

characterization    77 

Samples of L. gracilis Schauer were harvested during a period of drought in the city of 78 

Mossoró (5° 11′ 17″ South and 37° 20′ 39″ North) in Rio Grande do Norte state, Brazil. The 79 

plant taxonomic characterization was carried out to compare the samples to an example 80 

deposited in exsiccate at Dárdano de Andrade herbarium in the Federal Rural Semiarid 81 

University (UFERSA) located at the above cited city. The record number was 12514. 82 

The essential oil extraction process was carried out via hydrodistillation using the 83 

Clevenger system coupled to a glass balloon. After the extraction process, the yield was 84 

calculated, and the oil was stored at 4ºC for further studies. Samples of essential oil of L. 85 

gracilis Schauer were used for chemical characterization in which the oil composition was 86 

determined by gas chromatography coupled to mass spectrometry Hewlett-Packard CG/MS 87 

(CG: 5890 SERIES II/ CG-MS: MSD 5971). Identification was performed by searching using 88 

the equipment library and comparing the retention time with those obtained by the co-89 

injection of the oil together with linear hydrocarbon (C11 - C24) calculated according Van 90 

den Dool & Kratz (1963). For comparison, other libraries and the literature were also 91 

searched.   92 

A CG assay was carried out in a Hewlett-Packard 5890 SERIES II CG 93 

chromatographer coupled to a flame ionization detector (FID) and a silica capillary column (J 94 

& W Scientific DB-5). The column temperature was 35ºC and hydrogen (H2) was used as the 95 

carrier at a flow-rate of 1.0 mL/min. GC/MS for the oil was carried out using a Hewlett-96 

Packard GC/MS (GC: 5890 SERIES II/ GC-MS: MSD 5971) under the conditions as above, 97 

except for changing the carrier to helium (He). The injected oil volume was 1.0 mL of a 1/100 98 

ethyl acetate diluted solution.  99 



Artigos  
 

Marcelino Gevilbergue Viana. Programa de Pós-graduação em Biotecnologia - RENORBIO 
 189 

2.2. Microemulsion system 100 

The microemulsion determination for the essential oil of L. gracilis Schauer and 101 

Winsor regions was carried out according to the methodology proposed by Dantas et al. 102 

(2002). In this case, Tween 80 (80% v/v) was used as a surfactant, and the oil phase (25 µg.L
-

103 

1
 essential oil) was used as a co-surfactant, while the aqueous phase was (sterilized deionized 104 

water) was at a ratio of C/T = 1.   105 

The Winsor regions were obtained by the determination of active material (surfactant 106 

+ co-surfactant) at the aqueous phase (AP) and oil phase (OP) by mass titrations. The active 107 

material was initially titrated by adding the aqueous solution until the maximum solubility 108 

point was reached. This was followed by a change in the system appearance. Next, a point 109 

was prepared with a known composition in the monophase region in the pseudoternary system 110 

(T point), considered the titrant of all other points in the binary system: aqueous phase plus oil 111 

phase (AP+OP) and co-surfactant (C)/surfactant (T) plus oil phase. The limits for solubility 112 

curves of Winsor regions in the microemulsion system were determined by a mass balance.  113 

 114 

2.3. Antimicrobial activity  115 

 116 

2.3.1. Total plankton microorganisms 117 

The detection of total plankton microorganisms consisted in verifying the presence or 118 

absence of five different types of microorganisms: aerobic, anaerobic, sulfate-reducing (SRB) 119 

and iron-reducing (IRB) bacteria as well as fungi. In the case of bacteria, 1.0 mL of 120 

production water from a ship tank was added separately to flasks containing 10 mL of 121 

different culture media. A total of three repetitions were performed for each type of bacterium 122 

studied. For fungi, the same water quantity was added to Petri dishes followed by an addition 123 

of Sabouraud Agar medium which was performed for a total of three repetitions. The plates 124 

were incubated in BOD for 24 h at 30º C. 125 

The culture media were established according to the type of the specific 126 

microorganism. For the SRB, the modified Postgate E medium was used (0.5 g KH2PO4, 1.0 g 127 

NH4Cl, 1.0 g Na2SO4, 0.67 g CaCl2.2H2O, 1.68 g MgCl2.6H2O, 0.5 g FeSO4.7H2O, 5.0 g 128 

NaCl, 1.0 g ascorbic acid, 1.0 g yeast extract, 7.0 mL sodium lactate (50% m/v), 4.0 mL 129 

resazurin solution (0.025% m/v) per liter of medium). For the anaerobic bacteria assay, the 130 

fluid medium to tioglycolate was used (5.0 g yeast extract, 15.0 g tryptone, 55.0 g glucose, 131 

0.5 g sodium tioglycolate, 2.5 g sodium chloride, 0.5 g L-cystine, 0.001 g resazurin, 0.75 g 132 
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agar). For aerobic bacteria, a nutrient broth medium was used (10.0 g Lab-Lenco Powder, 133 

10.0 g peptone and 5.0 g NaCl). For the IRB the citrate ferric medium was used (0.5 g 134 

(NH4)2SO4, 0.5 g NaNO3, 0.5 g K2HPO4, 0.5 g MgSO4.7H2O, 0.134 g CaCl2.2H2O, 10.0 g 135 

ammonium ferric citrate, 15.0 g agar) and the Sabouraud agar medium was used for fungi. 136 

Each medium was sterilized after preparation, and the pH was adjusted if necessary. The 137 

culture media for anaerobic microorganisms were deaerated using nitrogen gas (N2). 138 

Inoculation was carried out in BOD at 30ºC using different times. For aerobic bacteria and 139 

fungi, the incubation was conducted for 48 h, while for IRB, it was conducted for 14 days and 140 

28 days for both anaerobic and SRB. 141 

 142 

2.3.2. Activity of the L. gracilis Schauer essential oil microemulsion system over the 143 

microbial biofilms  144 

The carbon steel 1020 AISI biocoupons (7.0 x 3.5 cm) were used for studying both 145 

antibiofouling and antimicrobial activities. They underwent a previous treatement to remove 146 

impurities that were identified and were then added to the dynamic system. Sonication 147 

treatment was performed (UltraCleaner 1600A® - Skymen) using dichloroethylene for 15 148 

minutes, followed by washing with ethanol and acetone. Next, deionized water was used to 149 

rinse the coupons followed by drying. After drying, the coupons were sonicated again for 15 150 

minutes, and the process was repeated.   151 

The dynamic system was built to simulate the operational conditions of a field pipeline 152 

with similar biofilm formation. The system was made from acrylic and had a device to fix the 153 

biocoupons as well as to allow water circulation. The biocoupons were placed tangentially in 154 

the water stream direction to simulate the pipeline wall. The water circulation was carried out 155 

using a peristaltic pump at a flow-rate of 500 mL/h. Figure 1 illustrates the dynamic system 156 

used in this study. The coupons were withdrawn from the system after seven days, fixed 157 

separately to a nylon wire and submitted to treatments of different concentrations of L. 158 

gracilis Schauer essential oil in Erlenmeyer flasks that were shaken for 50 rpm at 25º C. The 159 

contact time of the biofilms with the essential oil microemulsion was up to 16 days. Dimethyl 160 

sulfoxide (25.0 µL) was used as a negative control and 25 mg glutaraldehyde was used as 161 

positive control.   162 

For studying the biocide activity, the microemulsion was put in contact to the 163 

biocoupons and each four days two biocoupons were withdrawn and scraped separately for 164 

microbial density counting. The pour plate technique was used to quantify the cells, and the 165 
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results are shown as colony forming units (CFU) for the fungi and most probable number 166 

(MPN) for bacteria. Additionally, fluorescence microscopy (λ=510 nm) was used to quantify 167 

the biofilm cell density using the method proposed by Würth et al. (2013) with modification. 168 

In this case, after removal of the biofilms that had been previously kept in contact with the 169 

microemulsion, the cell density was assayed after cultivation in specific medium depending 170 

on the microorganism (fungi or bacteria). A run blank (with no microemulsion addition) was 171 

used as a control. The results are shown as relative fluorescence relative unit (RFU).  172 

A completely randomized design was used to investigate the influence of the biofilms‘ 173 

exposure time to the microemulsion of the L. gracilis Schauer essential oil using three 174 

repetitions for each treatment. For analysis, the data were submitted to analysis of variance 175 

(ANOVA) and mean separate evaluation by Tukey test (p<0.05). The statistical analysis was 176 

performed using the software for variance analysis system (SISVAR 5.6, University of Lavras 177 

(UFLA) – Minas Gerais/Brazil).  178 

 179 

2.3.3. Scanning electron microscopy (SEM) 180 

The SEM was carried considering each contact time for the microemulsion of the 181 

essential oil to the biocopouns. The coupons were prepared using a 1.0% glutaraldehyde 182 

solution (consisting of 280.0 μL glutaraldehyde (25%) with 6.72 mL deionized water). The 183 

solution was added to tubes of 15 mL in which the coupons were inserted and left for 4 h. 184 

After this contact time, the coupons were withdrawn and put in contact with the following 185 

concentrations of ethanol: 50, 60, 70, 80 and 90%. The coupons were left in contact for 20 186 

minutes with each ethanol solution, sequentially. Finally, the coupons were left for 20 minutes 187 

in ethanol and acetone followed by drying. The coupons were methylated, and the critical 188 

point was estimated.  189 

 190 

2.3.4. Antibiofouling activity of L. gracilis Schauer essential oil microemulsion 191 

For this assay, cleaned and dried biocoupons previously in contact with the 192 

microemulsion were then immersed in the Erlenmyer flask containing 250 mL sterile water 193 

before insertion in the dynamic system to observe the efficiency of the microemulsion in 194 

avoiding the microbial biofouling formation. The biocoupons were shaken (150 rpm) at a 195 

growing contact time with the microemulsion (0, 48 and 96 hours). In this case, a triplicate 196 

was used. After the microemulsion contact period, the biocoupons were kept in the dynamic 197 

system with forced water circulation for four weeks. After this time, they were withdrawn, 198 
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and the surface micrographs and the AISI 1020 steel wear were investigated. The corrosion 199 

rate by mass loss was assayed according to Equation (2).  200 

 201 

2.3. Corrosion experiments 202 

 203 

2.3.1. Electrochemical analysis 204 

The corrosion experiments were carried out using a conventional electrochemical cell 205 

containing NaCl (0.5M) as the corrosive medium and three electrodes. The copper electrode 206 

was used as the working electrode, the Ag/AgCl electrode was used as the reference 207 

electrode, and the platinum electrode was used as counter-electrode. The efficiency of 208 

inhibition corrosion on AISI 1020 carbon steel due to the L. gracilis Schauer essential oil 209 

microemulsion was assayed by the linear potentiodynamic polarization (LPP) and 210 

electrochemical impedance spectroscopy (EIS) techniques using the potentiostat/gavalnostat 211 

Autolab® model PG STATE 204 (Metrohm) coupled to NOVA software version 1.11. The 212 

steel region exposed to the corrosive medium had a 2.5 cm radius. The polarization curves 213 

were obtained by scanning the potential below and above 300 mV in relation to the open 214 

circuit potential using a rate of 1.0 mV/s by 180 minutes of immersion. The assays for EIS 215 

were carried out using the open circuit potential at 25 ºC at a frequency ranging from 10000 216 

Hz to 6 MHZ. The TAFEL straight extrapolation method was used to obtain the curves and 217 

the corrosion inhibition efficiency (IE) according to Equation (1):  218 

 219 

      
                 

     
            Equation (1) 220 

 221 

where Icorr and Icorr(inh) are the AISI 1020 carbon steel currents in the absence and presence of 222 

microemulsion, respectively.  223 

 224 

2.3.2. Gravimetric assays 225 

The same biocoupons used for the biocide activity after contact with the 226 

microemulsion were used to evaluate the mass loss by gravimetry for different contact periods 227 

(0, 8, 16 days). The specimens were withdrawn from the dynamic system every four days thus 228 

after pickling of microbial biofilms they were washed using acetone and water followed by 229 

drying with hot air. The mass loss was calculated according to Equation 2: 230 

 231 
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              Equation 2 232 

 233 

where CR is the corrosion rate, W is the mass loss (mg), d is the biocoupon density (g/cm
3
), A 234 

is the biocoupon exposed area (cm
2
) and t is the exposure time (h). 235 

The AISI 1020 carbon steel density was 7.86 g/cm
3
 according to NACE-TM (2000). 236 

The corrosion rates were calculated in mm/year. The test was performed in triplicate for each 237 

experiment at room temperature, and the observed differences were found to be lower than 238 

5%. An analysis of variance was carried out using the different microemulsion contact time. 239 

The positive control used only the biocoupon and distilled water, while a 0.5 M NaCl solution 240 

was used as the negative control.  241 

 242 

3. Results and discussion 243 

 244 

3.1. Chemical characterization of L. gracilis Schauer essential oil 245 

The chemical characterization of L. gracilis Schauer essential oil showed an 246 

expressive concentration of carvacrol (approximately 50.0%) but with a lower quantity of 247 

thymol (approximately 0.59 %), as seen in Table 1. The total oil yield was 1.74%. It should be 248 

noted that these two molecules are known for their antimicrobial activities as commented by 249 

Costa et al. (2001), Botelho et al. (2007), Silva et al. (2013) and Bitu et al., (2014). Changes 250 

in the chemical components and the essential oil yield can be influenced by many factors. 251 

Specifically for the chemical composition of L. gracilis Schauer essential oil, the plant age, 252 

environment, genetics, presence or absence of parasites, type of soil and season have been 253 

reported to alter significantly the carvacrol and thymol composition (Zein et al. 2012), 254 

directly influencing the microbial activity. There is evidence that synergism occurs between 255 

these two molecules that increases the degree of activity in relation to the microorganisms. 256 

However, the presence of the others oil components such as y-cymene e y-terpinene can also 257 

influence the L. gracilis Schauer antimicrobial activity (Pascual et al., 2001). A fluctuation 258 

was observed in the essential oil chemical composition, that could be explained by the 259 

influence of the drought season, in which the plants were harvested, as it is characteristic of 260 

the region they were harvested. The hydric stress can affect the plant metabolism, changing 261 

the pathway as well as altering the secondary metabolites. Furthermore, the hydric stress 262 

confers heat resistance and decreases in the water loss (Stitt, 2013). 263 

 264 
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3.2. Tests for planktonic microorganisms detection 265 

All target microorganisms were detected in the samples of water after different 266 

incubation times in the culture media. For aerobic bacteria and fungi the best result was 267 

obtained after 24 h of incubation. For SRB the best result was obtained after 14 days of 268 

incubation in which an iron precipitate could be observed. For anaerobic and SRB, the best 269 

results were obtained after 28 days of incubation. The presence of SRB was detected 270 

according to the methodology proposed by Lowe et al. (2004): in this case, the SRB was 271 

evidenced by the color change in the medium, as it changed from pink (control) to a darker 272 

hue due to the production of FeS. For the anaerobic bacteria, the detection we used was 273 

assumed that a medium cloudy appearance was evidence of the presence of these 274 

microorganisms. Table 2 shows an estimate of the number of bacteria for a sample of 275 

production water of ship‘s ballast.   276 

 277 

3.3. Microemulsion system  278 

A rheological study was carried out to classify the microemulsion system of essential 279 

oil of L. gracilis Schauer by performing a scanning in the shear rate from 0 to 1000 s
-1

 at 30 280 

ºC. As seen in Figure 2, there was a change in the regime from laminar to turbulent after 200 281 

s
-1

. This can be observed by the change in the slope, in Figure 2. Therefore, the shear stress 282 

was defined between 0 and 200 s
-1

. In this region, the graph of shear stress versus shear rate 283 

was again plotted as shown in Figure 3, indicating that the fluid behavior was Newtonian with 284 

R² equal to 0.9992 (Kumar & Mittal, 1999). The viscosity stability of the microemulsion 285 

system was also determined in relation to the shear stress for the same range between 0 and 286 

200 s
-1

. There was an initial viscosity reduction reaching the minimal value where it was kept 287 

constant, as shown in Figure 4. The drop in diameter was also calculated and reached 93.20 288 

nm at the point: 0.4% T, OP = 0.08% and AP = 99.52%, as shown in Figure 5. The drop in 289 

diameter as well as the visual phase characteristic allowed us to classify the system as a 290 

Winsor IV type, which is considered a homogeneous or monophasic system (Winsor, 1948).  291 

 292 

3.4. Biocide activity for the L. gracilis Schauer essential oil microemulsion system 293 

The microemulsion of L. gracilis Schauer essential oil showed biocide activity. During 294 

in vitro trials different behaviors were observed (p<0.05) among the microorganisms in 295 

relation to the contact time with the microemulsion. According to analysis of variance to the 296 

quantification values of the five microorganisms in relation to the different contact times (0, 8 297 
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and 16 days) the coefficient of variation (CV) was 27.5. Additionally, there was a significant 298 

difference among the contact times of microemulsion of L. gracilis Schauer essential oil, the 299 

type of microorganisms and the interaction among these factors (p<0.05).  300 

The MPN of the aerobic and anaerobic bacteria was not influence by the contact time 301 

with the microemulsion, i.e., there was no difference from the positive control, despite the 302 

slight drop in the anaerobic cell number after 16 days (Figure 6). Despite the lack of statistical 303 

difference between the aerobic and anaerobic bacteria, we cannot conclude that the oil did not 304 

show antimicrobial activity. It is possible that bacteriostatic action occurred, as there was no 305 

increase in the number of cells with an increase of the contact time compared to the control. 306 

Similar results were reported by Videla & Herrera (2004) when testing the effect of Allium 307 

cepa extract in different concentration using eight contact times (from 5 minutes to 24 hours) 308 

over the aerobic bacteria in biofilms, ultimately observing no biocide action.  309 

Different factors can have an influence on the antimicrobial action of these specific 310 

bacteria types. The oil concentration in the microemulsion plays an important role in 311 

inhibiting the microorganism growth once higher concentrations can induce higher activity 312 

(Tortora et al., 2012). Therefore, the use of concentrations higher than 25 μg.L-1
 in the 313 

microemulsion system of the L. gracilis Schauer essential oil can increase the efficiency due 314 

to the possibility of breaking the matrix of extracellular polymeric substances (EPS) as well as 315 

the interaction of the microbial community (Macêdo, 2000). This would then lead to cellular 316 

death and a decrease in the bacteria growth rate. Additionally, another important factor for the 317 

biocide activity is the location of the different the types of microorganism inside the biofilm, 318 

i.e., there is often a hierarchy in the community due to the quorum sensing as well as the cell 319 

type, in which some metabolites from one species can be used by another (Flemming & 320 

Wingender, 2010; Boyle et al., 2013). For instance, the anaerobic bacteria is located at 321 

regions inner inside biofilms after the consumption of oxygen by the aerobic bacteria, thus it 322 

becomes more difficult and sometimes derails the activity of different biocides (Javaherdashti 323 

et al., 2006). This structural design occurring in the biofilms is a biological adaptation that 324 

hampers or inhibits the access of biocides to certain types of microorganisms (Simões et al., 325 

2010). It is probable that the microemulsion of the L. gracilis Schauer essential oil was not 326 

completely successful to achieve completely these bacteria or there might have occurred a 327 

neutralization of its activity due to its combination with metabolites or another chemical 328 

component present in the biofilm derived from its metabolic diversity (Liengen et al., 2014). 329 

In relation to the aerobic bacteria, a cellular detachment probably occurred and then loss to 330 
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the medium of active microbial cells due to its location at outer part and peripherical of the 331 

biofilm. Additionally, the microemulsion initial contact as well as the disruption of the EPS 332 

favored the sessile bacteria, which then derailed the cellular metabolism and remained present 333 

in the samples during the quantification analysis. 334 

On the other hand, in the case of fungi, there was a decrease in the CFU in relation to 335 

the contact time of L. gracilis Schauer essential oil. In this case, 16 days was enough for total 336 

inhibition compared to the control, as seen in Figure 7. It is possible that the L. gracilis 337 

Schauer essential oil in the microemulsion system worked quite well as an effective biocide 338 

for the fungi present in the biofilms, performing its biocide action as reported in the literature 339 

(Pascual et al., 2001; Albuquerque et al., 2006; Melo et al., 2013). The L. gracilis Schauer 340 

essential antifungal action is mainly caused by the presence of carvacrol and thymol 341 

substances that can act together or separately over the cellular wall as well as on the ATP 342 

synthase, thus acting directly in the microbial metabolism. Other species of fungi, filamentous 343 

or not, were inhibited by the L. gracilis Schauer essential oil action or by the other majority 344 

components (Dormans & Deans, 2000; Albuquerque et al., 2006). However, it should be 345 

noted that especially for the fungi present in the biofilms associated with the MIC, the biocide 346 

action of the Lippia gracilis Schauer essential oil microemulsion worked very well. Natural 347 

products and essential oil of other species reported in the literature were also able to act on 348 

fungi corrosion-associated, but they did use a higher concentration than used in present study 349 

(Hellio et al., 2000). 350 

The rate of iron oxidizing bacteria (IOB) as well as SRB was also reduced 351 

proportionally to the contact time due to the L. gracilis Schauer essential oil microemulsion 352 

action (Figure 8). The IOB proved be more sensitive to the essential oil microemulsion 353 

showing full reduction of growth rate after 16 days of contact. The BRS rate was reduced by 354 

approximately 0.5 MPN after the final contact time using the essential oil microemulsion 355 

system. It is likely that higher concentrations of essential oil in the microemulsion system 356 

could favor a reduction in the SRB rate. It is known that the SRB is more resistant to the 357 

biocide action mainly due to the structure of its cellular wall that interferes more with the 358 

biocides (Zhang et al., 2015). Additionally, another important parameter that could be 359 

influenced by the biocide action is the location of the SRB inside the biofilm as well as the 360 

total anaerobic bacteria, i.e., the fact that they are located more inwards due to the higher CO2 361 

rate and the reduction in the O2 concentration. Therefore, it is more difficult for some 362 

substances to directly reach the bacteria population, therefore slightly reducing this population 363 
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or even being totally ineffective.  364 

Others plant-derived substances were able to inhibit the growth of SRB in vitro but not 365 

by using a microemulsion system. For instance, Oguzie et al. (2013) used the ethanol extract 366 

of Capsicum frutescens showing that it was able to inhibit the growth of Desulfotomaculum 367 

species by the diffusion method on discs and over the corrosion rate. They reported that 368 

substances such as alkaloids, tannins and saponins existing in the C. frutescens extract acted 369 

on the bacteria metabolism, ceasing the growth. Korenblum et al. (2013) reported the 370 

efficiency of essential oil of Cymbopogon citratus as well as of its majority component citral 371 

over the sessile SRB and planktonics. Additionally, the Neem extract (4.0%) was efficient in 372 

reducing the sessile SRB growth rate as well as the sulfide and biofilm formation (Bhola et 373 

al., 2014). Despite the lower concentration L. gracilis Schauer essential oil used in the 374 

emulsion, the efficient biocide action over the biocide can also be observed in Figures 9 and 375 

10. The micrographs showed an evident elimination of the microbial biofilms on the AISI 376 

1020 carbon steel surface compared to the control after 16 days of contact to the 377 

microemulsion. The quantification using the spectroscopy methods also showed a reduction in 378 

the biofilms formation. It is probable that the microemulsion of essential oil reduced the 379 

microbial community acting over the EPS, mainly due to the interaction of the essential oil 380 

biomolecules with carbohydrates or other substances existing at the EPS structures. It is 381 

known that diterpenes can interact strongly with carbohydrates and proteins (Nelson & Cox, 382 

2012) which could have caused the disruption considering the elevated quantity of these 383 

molecules in the EPS (Sutherland, 2001; Videla, 2003). 384 

 385 

3.5. Antibioufouling activity of L. gracilis Schauer essential oil microemulsion 386 

The use of the L. gracilis Schauer essential oil microemulsion as an antibiofouling 387 

agent on AISI 1020 carbon steel was proven to be effective at the prevention of biofilm 388 

formation after 96 h of contact. However, the microemulsion did not avoid the loss of mass in 389 

the material. The micrographs showed the occurrence of corrosion products such as crystals 390 

without biofilm formation as compared to the control (Figure 11). The results obtained by the 391 

gravimetry showed a significant difference among the experiments using the microemulsion 392 

in relation to the control after 48 h of contact. However, after the final contact period, there 393 

was no significant difference in the increase of the corrosion rate (Figure 11c).   394 

The preventing activity of the microemulsion on the biofilm formation is probably due 395 

to a formation of a protective film that is typical of the microemulsion (Paul & Moulik, 2001). 396 
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It is known that organic substances occurring in the natural products can deposit 397 

homogeneously over the material surface (Dantas et al., 2002). However, despite the 398 

prevention of the biofilm formation, the corrosive process itself could not be avoided. 399 

However, it was likely of inorganic origin and not caused by MIC. The presence of corrosion 400 

products and the increase in the corrosion rate evidenced after only 48 hours suggests that 401 

microemulsion can keep the corrosion stable after the initial protective film formation, as 402 

reported in the literature. However, it is no longer effective any more probably because of its 403 

disruption.  404 

 405 

3.6. L. gracilis Schauer essential oil anticorrosion activity in microemulsion system  406 

The microemulsion of L. gracilis Schauer essential oil showed anticorrosion activity 407 

for the 1020 AIS carbon steel in a salting medium, compared to the control, as shown using 408 

the electrochemical and gravimetry techniques. For LPP experiments, the microemulsion 409 

action differed in relation to the control, as shown by the kinetic parameters obtained from the 410 

Tafel curves with the current reduction (Icorr) and the increase in the electrochemical potential 411 

(Ecorr) (Table 3). The protective film formation due to the microemulsion compounds 412 

adsorption can be seen by the increase in the anode and cathode Tafel´s constants which were 413 

more significant than the control. Thus, the microemulsion likely reduced the metalic 414 

dissolution at the anode region and hydrogen evolution occurred in the cathode due to the 415 

reduction of the contact area. The EIS curves showed that there was a reduction in the current 416 

with an increase in the potential due to the action of the L. gracilis Schauer essential oil 417 

microemulsion system as shown in Figure 12. However, only 30% corrosion efficiency was 418 

achieved. The electrochemical impedance data showed that indeed there was a difference in 419 

the diagram obtained for the microemulsion systems in relation to the control in salt. As 420 

shown in Figure 13 there was no difference between the microemulsion and the control in the 421 

Nyquist model, yet the charge transfer resistance (Rct) increased for the former and there was 422 

a slight decrease in the electrical double-layer capacitance (Cdl) showing the microemulsion at 423 

evaluated concentration was weakly adsorbed onto the steel surface. The corrosion inhibition 424 

efficiency (IE) was not quite high only 14.0% as calculated from Rct (Table 3). On the other 425 

hand, the gravimetry assays showed that L. gracilis Schauer essential oil microemulsion was 426 

able to reduce the corrosion process. Both experiments carried out in the electrochemical cell 427 

showed a reduction in the AISI 1020 carbon steel mass loss when in contact to the 428 

microemulsion. The reduction of the corrosion rate over the AISI 1020 carbon steel was 429 
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statistically similar to that of sterilized water (negative control) for almost the contact time (p 430 

< 0.05) tested, as shown in Figure 14.  431 

The surface analysis of the biocoupons pretreated with the microemulsion showed that 432 

even for a lower L. gracilis Schauer essential oil concentration, there was a reduction in the 433 

mass loss, as can be seen in the micrographs in Figures 15 and 16. The corrosive action of the 434 

biocoupons in contact with the oil production water is evident (Figure 15a). However, after 16 435 

days in contact with the microemulsion, the steel wear is reduced, as shown in Figure 15b.  436 

The use of plant-derived natural products to avoid or reduce the corrosion rate has 437 

been currently used as an alternative to the chemical biocides mainly for showing efficacy 438 

action as well as being biodegradable. Many studies on the literature prove this product 439 

utilization (Abiola & James, 2010; Rocha & Gomes, 2010; Felipe et al., 2012; Umoren et al., 440 

2012; Benahmed et al., 2013; Djeddi et al., 2015; Muthukrishnan et al., 2015). Most 441 

substances considered inhibitors of corrosion act similarly to synthetic substances, mainly 442 

reducing the electric resistance or the anodic and cathodic reactions on the metal surfaces 443 

(Raja & Sethuraman, 2008). Additionally, there are some mechanisms of natural products that 444 

are completely dependent of the chemical composition as well as the way these compounds 445 

are obtained. Vegetal extracts rich in saponins, alkaloids and tannins are reported to strongly 446 

inhibit corrosion by adsorbtion at the metal surface. The essential oils act by forming a 447 

protective film over the material, thus interfering in the process of electron loss for the 448 

medium and consequently slowing or inhibiting the corrosion (Bouyanzer et al., 2010). In our 449 

study L. gracilis Schauer essential oil microemulsion likely decreased the corrosion on the 450 

AISI 1020 carbon steel after the microbial community elimination thus reducing the acid 451 

production as well as the by-products of microbial metabolism that increase corrosion, mainly 452 

pitting. Additionally, the higher quantity of carvacrol, approximately 50%, might also have 453 

influenced the corrosion process as can aid in the corrosion control (El ouariachi et al., 2015). 454 

To the best of our knowledge, the use of water circulation to control corrosion is investigated 455 

for the first time in the present study. This system showed significant advantage since it 456 

provides a higher interaction with the whole biofilm community even at lower oil 457 

concentration. Additionally, it has good interaction with the aqueous phase that is used in the 458 

most steps of oil processing, thus garnering further interest, considering the industrial scale of 459 

this phase. 460 

 461 

4. Conclusion 462 
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The L. gracilis Schauer essential oil microemulsion investigated showed good biocide 463 

activity against aerobic and total anaerobic bacteria. Additionally, it showed biocide activity 464 

in vitro at lower concentrations on SRB as well as fungi occurring in biofilms existing on 465 

carbon steel. It significantly reduced the microbial growth in only two hours of contact time. 466 

The antimicrobial action of the essential oil is probably due to presence of the carvacrol. The 467 

corrosion rate of AISI 1020 carbon steel was also controlled by the L. gracilis Schauer 468 

essential oil microemulsion after 16 days of contact time. In this case, the inhibitory action 469 

was due to the formation of a protective film over the carbon steel surface.  470 
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Figures: 

Table 1 – Chemical composition of L. gracilis Schauer essential oil obtained by 

GC/MS. * Retention index.  

Compound *R.I Total (%) 

Hexenol<(4Z)-> 871 1.46  

Thujene<α-> 924 1.80 

Pinene<α-> 932 0.44 

Pinene<β-> 974 0.40 

Myrcene 988 4.29 

Terpinene<α-> 1014 1.68 

Cymene<O-> 1022 4.50 

Sylvestrene 1025 0.46 

Ocymene<(E)-β-> 1044 0.33 

Terpinene<γ-> 1054 14.97 

Sabinene Hidrate <cis-

> 

1065 0.45 

Terpineolene 1086 1.14 

Epoxymyrcene<6,7-> 1090 0.14 

Linalool 1095 0.70 

Menthatriene 1108 0.03 

Terpinen-4-ol  1174 4.67 

Thymol, methylether 1232 0.59 

Carvacrol,methylether 1241 0.56 

Carvacrol 1298 49.51 

Thymolacetate 1349 0.01 

Carvacrolacetate 1370 0.14 

Total Chemical Class   

Benzenoides - 55.90 

Monoterpenoides - 33.80 

Sesquiterpenoides - 10.2 

Total   99.9 
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Table 2 – MPN for bacteria existing in the ballast ship tank.  

 

Microorganism 

MPN of cells (cells/100mL) 

Total aerobic bacteria  3.5 x 10
5
  

Total anaerobic bacteria 8.0 x 10
5
 

Sulfate reducing bacteria (SRB) 3.5 x 10
5
 

Iron oxidizing bacteria (IOB) 2.0 x 10
5
 

 

Table 3 – Kinetic parameters obtained from polarization curves for the AISI 1020 

carbon steel in salting solution (0.5 M NaCl) in presence of L. gracilis Schauer essential 

oil microoemulsion  

 

Substances  

 

ba 

(mV/dec) 

bc 

(mV/dec) 

Ecorr  
(mV/Ag/

AgCl) 

Icorr 
(A/cm

2 
x10

-6
) 

Corrosion 

rate 
(mm/year) 

IE  
(%) 

Control 16.846    28.762 -780.73 7.23 0.0120737 - 

Microemulsion 119.91 217.18 -751.07 5.10 0.0040430 29.46 

 

Table 4 – Impedance electrochemical parameters obtained for the AISI 1020 carbon 

steel in salting solution (0.5 M NaCl) in presence and absence of L. gracilis Schauer 

essential oil. 

 

Substances  

 

Rct 

(Ω cm
2
) 

Y0 

(µMho cm
-2

) 

Cdl 

(µF cm
-2

)  

n (%) 

Control 358.74       1.128 99.31 - 

Microemulsion 416.46 3.775        99.25 14.0% 
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Figure 1 - Schematic of the dynamic system apparatus used for the biofilm formation on 

AISI 1020 carbon steel: system with circulation of water used for pumping during the 

experiments with the biocoupons. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 - Shear stress versus shear rate for the L. gracilis Schauer essential oil 

microemulsion. The scanning was carried out from 0 to 1000 s
-1

 at 30ºC. The arrow 

indicates the change in the regime flow from laminar to turbulent. 
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Figure 3 - Shear stress versus shear rate for the L. gracilis Schauer essential oil 

microemulsion at laminar regime.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 - Viscosity versus shear rate for the L. gracilis Schauer essential oil 

microemulsion.  
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Figure 5 - Drop size distribution for the L. gracilis Schauer essential oil microemulsion 

at point OP = 0.08% and AP = 99.52%. The average drop size was 93.2 nm.  
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Figure 6 - Biocide activity for the L. gracilis Schauer essential oil microemulsion on 

aerobic and anaerobic bacteria. Negative control: biofilm in contact with DMSO. 

Positive control: 25.0 mg glutaraldehyde.  
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Figure 7 - Effect of the L. gracilis Schauer essential oil microemulsion on CFU. The 

biofilms were obtained after seven days in the dynamic system. Trials were performed 

in vitro using the AISI 1020 carbon steel. Negative control: biofilm in contact with 

DMSO. Positive control: 25.0 mg glutaraldehyde.  
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Figure 8 - Effect of the L. gracilis Schauer essential oil microemulsion on MPN for 

SRB and IOB under different periods of contact: 0, 8 and 16 days. The biofilms were 

obtained in the dynamic system and runs were performed in vitro using AISI 1020 

carbon steel. Negative control: biofilm in contact with DMSO. Positive control: 25.0 mg 

of gluaraldehyde.  
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Figure 9 - Micrographs showing the effect of the L. gracilis Schauer essential oil 

microemulsion over the biofilms formed on the AISI 1020 carbon steel in dynamic 

system. Left: Biofilm without addition of microemulsion (2x). Right: Biofilm in 

presence of microemulsion after 16 days. 
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Figure 10 – Effect of L. gracilis Schauer essential oil over biofilm under different 

contact times. Data are in Relative Fluorecence Unit (RFL) at 510 nm after biofilm 

pickling. 
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Figure 11 – Antibiofouling acitivity of L. gracilis Schauer essential oil microemulsion: 

(a) micrograph on the AISI 1020 carbon steel biocoupon surface after 0 hours of contact 

(control) and (b) after 96 hours contact (200x). (c) corrosion rate for each time assayed 

(p<0.05).  

 

 

(a) (b) 

(c) 
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Figure 12 – Polarization curves for AISI 1020 carbon steel biocoupons with the biofilms 

in salt solution (0.5 M NaCl) in presence and absence of L. gracilis Schauer essential 

oil. 

 

Figure 13 –  Electrochemical impedance diagrams for the AISI 1020 carbon steel in salt 

solution (0.5M NaCl) in presence L. gracilis Schauer essential oil emulsion.  
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Figure 14 – Effect of the L. gracilis Schauer essential oil microemulsion over the 

corrosion rate of AISI 2010 carbon steel. Assays were performed in triplicate for 

treatment. Negative control: destilled water. Positive control: salting solution (0.086M 

NaCl) with biofilm.  

 

Figure 15 – Surface of the AISI 1020 carbon steel biocoupons: (a) sanded biocupons 

before (left) and after 16 days in the dynamic system. (b) Micrographs (10x) of AISI 

1020 carbon steel biocoupons surface before (control, left) and after 16 days of contact 

to the L. gracilis Schauer essential oil microemulsion after biofilm pickling (right).  
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Figure 16 – Biocupons surface analysis: (a) micrographs showing the surface (left)  and 

the corosion product density (right) before (control) and (b) after 16 days contact to the   

L. gracilis Schauer essential oil microemulsion (200x).

(b) 

(a) 
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7. Conclusões gerais 

 

 

                   Os produtos naturais aqui avaliados demonstraram ter significativa ação 

antimicrobiana sobre biofilmes geradores da corrosão microbiologicamente induzida (CMI). 

A ação preventiva do óleo essencial de L. gracilis Schauer e dos metabólitos de endófitos 

dessa planta também foi comprovada na formação desse tipo de comunidade microbiana 

sobre aço carbono AISI 1020, sendo considerados agentes antibiofouling eficientes. 

                  A atividade anticorrosiva dessas substâncias naturais mostrou-se diferir em relação 

à presença ou ausência de biofilmes sobre a superfície do aço. Porém, de forma geral, o óleo 

essencial bem como os metabólitos de endófitos de L. gracilis Schauer foram 

significativamente eficientes na inibição da corrosão microbiológica.  

                 Os resultados desse trabalho põem os metabólitos de endofíticos de L. gracilis 

Schauer e o óleo essencial desta espécie como excelentes alternativas de biocidas ―verdes‖ em 

substituição ou não, nesse caso em uso isolado ou em associação, aos biocidas químicos 

sintéticos amplamente usados na indústria de petróleo e gás.  

 

 

 

 

 

 

  


