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Atualmente, ha grande preocupagdo no manejo sustentavel dos recursos naturais, de modo que ¢
fundamental o aproveitamento maximo de residuos, sejam eles solidos ou liquidos. O coco (Cocos
nucifera) é um fruto amplamente produzido e consumido nos paises tropicais, contudo apenas a agua, a
polpa e o 6leo desse fruto sdo aproveitadas pela industria de alimentos. Portanto, mais de 80% desse
fruto, referentes a casca, sdo descartados no meio ambiente como residuos soélidos. A caracterizagao
quimica da composi¢do da fibra da casca do coco indica que a fracdo de ligninas contém
aproximadamente 10% (m/m) de proantocianidinas, também conhecidas como taninos condensados,
que sdao compostos fenolicos poliméricos com grande potencial biotecnologico. Assim, o extrato aquoso
das proantocianidinas extraidas da fibra de coco foi avaliado por seu potencial biocida e inibidor de
corrosdo. Para tanto, as proantocianidinas foram avaliadas quanto a sua toxicidade pelo teste de
germinagdo de sementes e alongamento das raizes. Na sequéncia, o efeito biocida das proantocianidinas
foi avaliado pela determinagdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) para microrganismos de
interesse na biocorrosdo (Pseudomonas aeruginosa, Shewanella sp. e bactérias redutoras de sulfato-
BRS) isolados de agua de sistema de refrigeracdo. Os resultados obtidos com esse estudo indicam que
as proantocianidinas ndo apresentam toxicidade ao meio ambiente, de acordo com o teste germinagao
de sementes e alongamento de raizes, uma vez que ndo interferiu no nimero de sementes germinadas ¢
provocou mais de 30% de aumento no tamanho das raizes. Em relagdo ao efeito biocida, as
proantocianidinas extraidas da fibra do coco apresentaram CMI de 3 g/L para as espécies de P.
aeruginosa ¢ Shewanella sp. ¢ 2 g/L para o consércio de BRS. Por fim, diferentes concentragdes de
proantocianidinas foram utilizadas em ensaios eletroquimicos para averiguar sua interferéncia na
inibigo da corrosdo do aco carbono AISI 1020 em solugdo sintética contendo cloreto (500 ppm), sulfato
(150 ppm) e carbonato de calcio (150 ppm) em diferentes valores de pH e temperatura. Em resposta, foi
possivel verificar que as proantocianidinas reduziram a velocidade das reagdes catodicas e da formagao
de uma pelicula negra protetora adsorvida na superficie metdlica apos 24 horas de imersdo para
concentragdes superiores a 0,8 g/L.. Em relagdo a influéncia do pH, temperatura e da concentracao de
proantocianidinas, apenas a temperatura apresentou efeito considerado estatisticamente significativo na
inibi¢do da corrosdo de ago carbono AISI 1020. Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que as
proantocianidinas extraidas da fibra de coco ndo apresentam efeito ambiental negativo, demonstrando
potencial para aplicagdo em campo. Entretanto, as proantocianidinas extraidas da fibra do coco
apresentaram concentragdes altas para aplica¢do em larga escala como biocida, entretanto, seu efeito na
biocorrosdo nao foi avaliado. Em contrapartida os resultados em relagdo a atividade como inibidor de
corrosdo sdo promissores. A partir dos dados fornecidos nesse estudo, as proantocianidinas ainda podem
ser estudadas quanto sua acdo em biofilmes e a sua associagdo com inibidores de corrosdo comerciais ¢
verificar se ha possibilidade de aplicag@o industrial.

Palavras-chave: compostos fendlicos poliméricos; taninos condensados; teste de
ecotoxicidade; concentracao minima inibitéria; percentual de eficiéncia do inibidor.
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Currently, there is great concern in the sustainable management of natural resources. Then, the
maximum use of residues, solid or liquid, is fundamental. Coconut (Cocos nucifera) is a fruit widely
produced and consumed in tropical countries, but only water, kernel and oil of this fruit are used by food
industry. Therefore, more than 80% of this fruit, referring to the bark, is discarded in the environment
as solid waste. The chemical characterization of the coconut husk fiber indicates that lignin fraction is
compost by 10% (m/m) of proanthocyanidins, also called condensed tannins, which are polymeric
phenolic compounds with great biotechnological potential. Thus, the aqueous extract of
proanthocyanidins extracted from coconut husk fiber was evaluated for its biocidal and corrosion
inhibitors potential. For this, proanthocyanidins were evaluated for their toxicity by the test of seed
germination and root elongation. Subsequently, the biocidal effect of proanthocyanidins was evaluated
by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) for microorganisms of interest in the
biocorrosion (Pseudomonas aeruginosa, Shewanella sp. and sulfate reducing bacteria-SRB) isolated
from cooling system fluid. The results obtained with this study indicate that proanthocyanidins do not
present toxicity to the environment, according to the seed germination and root elongation test, and did
not interfere in the number of germinated seeds and caused more than 30% increase in size of the roots.
The biocidal effect, the proanthocyanidins extracted from the coconut fiber had a MIC of 3 g/ L for P.
aeruginosa and Shewanella sp. and 2 g / L for the BRS consortium. Also, different concentrations of
proanthocyanidins were used in electrochemical tests to investigate their interference in the corrosion
inhibition of AISI 1020 carbon steel in synthetic solution containing chloride (500 ppm), sulfate (150
ppm) and calcium carbonate (150 ppm) in different values of pH and temperature. The evaluation of
activity as a corrosion inhibitor indicated interfering activity by reducing the rate of cathodic reactions
and the formation of a protective black film adsorbed on the metal surface after 24 hours of immersion
at concentrations above 0.8 g/ L. The analysis of pH, temperature and proanthocyanidin concentration
influence on corrosion process shows that only the temperature of the sample was only considered
statistically significant in the corrosion inhibition of AISI 1020 carbon steel. The results obtained
indicate that the proanthocyanidins extracted from coconut husk fiber had no negative effect to the
environment, being possible its application in bioprospecting studies. Proanthocyanidins extracted from
coconut fiber showed high concentrations for large scale application as a biocide, but their effect on
biofilms is unknown. In contrast, the results regarding activity as a corrosion inhibitor are promising.
Based on the information in this study, proanthocyanidins can still be studied for their action on biofilms
and their association with commercial corrosion inhibitors to verify the possibility of industrial
application.

Keywords: polymeric phenolic compounds; condensed tannins; ecotoxicity test; minimum
inhibitory concentration; percentage of inhibitor efficiency.
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1 INTRODUCAO

A adocdo de politicas e programas que contemplem o conceito de desenvolvimento
sustentavel vém se tornando imperativa para a continuidade da sociedade contemporanea.
Nesse contexto, estratégias para o aproveitamento de residuos solidos tem despertado grande
interesse tecnoldgico, como, por exemplo, 0 uso da casca do coco verde para a producéo de
carvao vegetal, artesanatos e materiais geotéxteis e itens para jardinagem (VELOSO et al.,
2013; RODRIGUES, MARTINS e BARROS, 2018).

Muito embora a casca do coco tenha diversas aplicacfes diretas, ainda é possivel
exploracdo da sua composicdo quimica pelo seu contetido de celulose, hemicelulose e lignina
(PRADO et al., 2014; VERMA, 2015; SOARES et al., 2016; JUIKAR e VIGNESHWARAN,
2017; BOUSFIELD et al., 2018). Inclusive, a partir da fracdo de ligninas podem ser obtidos
compostos fenolicos poliméricos, conhecidos como proantocianidinas ou taninos condensados,
cuja funcéo bioldgica € proteger tecidos vegetais contra pragas e infec¢cfes. E, até mesmo, ja
foram descritos por sua atividade biocida, antioxidante e inseticida (CARVALHO et al., 2018;
CHAl et al., 2018; LEKBACH et al., 2018; MA et al., 2018; SHAO et al., 2018).

O coco ndo é o espécime vegetal com maior teor de proantocianidinas, porém o
montante gerado anualmente o torna uma alternativa interessante para a extracdo dessas
moléculas (LIMA et al., 2015; PADUMADASA et al., 2016). S0 no Brasil sdo produzidas
quase 3 milhdes de toneladas desse fruto (FAOSTAT, 2016), sendo que apenas 15% é
aproveitado industrialmente na forma de polpa, agua e oOleo (TETRA PAK, 2016). O
quantitativo restante, correspondente a casca e a fibra da casca do coco, somam
aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas e, sem a ado¢do de medidas eficientes de gestdo de
residuos solidos, provocam grande impacto ambiental (BECKER et al., 2016; DATAR e
SHINDE, 2017).

Dessa forma, estudos que permitam agregar valor ou reduzir a producédo de residuos sdo
cruciais para a preservacdo ambiental, sustentabilidade e manutencao dos seres vivos na Terra.
Nesse contexto, em teoria, as atividades biocida e antioxidante previamente descritas das
proantocianidinas as tornam um alvo interessante para nos estudos sobre a inibicdo dos
processos corrosivos (eletroquimicos ou induzidos microbiologicamente) que causam grande

impacto em diferentes setores industriais.

A corrosdo é um processo natural e espontaneo em que o metal tende a retornar a sua

forma mais estavel, ou seja, aquela como ele é encontrado na natureza. O ferro (Fe), por
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exemplo, é comumente encontrado na natureza na forma de hematita (Fe2O3) e a ferrugem,
produto formado na corrosao do ferro, tem a mesma composicao da hematita, mas em sua forma
hidratada (Fe203nH20).

A espontaneidade do processo corrosivo faz com que constantemente 0s materiais
metalicos tenham suas caracteristicas afetadas de modo a deixar de satisfazer os fins a que se
destinam. Assim, considerando a atual relevancia dos metais e suas ligas na vida moderna o
estudo do processo de corrosao, bem como suas alternativas de prevencao e controle tem uma

importancia transcendental nos diversos setores industriais (GENTIL, 2012).

Os dados sobre a corroséo no Brasil ndo sdo bem definidos. Entretanto, extrapolando os
dados norte-americanos, estima-se que pelo menos 3% do PIB seja gasto na solucdo de
problemas provocados pela corroséo anualmente. Sendo que de 25 a 30% desse valor poderia
ser economizado atraves do uso de métodos eficientes de prevencdo e controle da corroséo
(NACE, 2012). Portanto, com base nesses dados, o Brasil gasta pelo menos US$ 15 bilhdes por
ano com corrosdo e poderia economizar entre US$ 3 e 5 bilhGes se adotasse medidas

anticorrosivas eficientes e eficazes.

A industria petrolifera € uma das que mais investe em pesquisas na area de corrosao,
pois possui uma vasta rede de dutos, equipamentos, sistemas de distribuicdo, resfriamento e
plataformas constituidas basicamente de materiais metalicos (LIBOS, 2010; PETROBRAS,
2013; PRABHA et al., 2014). Portanto, a ocorréncia de processos corrosivos nessas estruturas
além de provocar onerosos prejuizos financeiros, também podem causar danos ambientais
gravissimos e, em alguns casos, até irreparaveis (IKECHUKWU e PAULINE, 2015; PAUL,
SHAKOOR e MOHAMED, 2015).

Os processos corrosivos podem ser provocados por mecanismos eletroquimico, quimico
ou eletrolitico. O primeiro é o mais comum e é gerado a partir da diferenca de potencial elétrico
formando uma pilha, promovendo a dissolucdo metalica, liberando ions positivos no meio e
degradando o material, deixando-o impréprio para uso. Os outros mecanismos também
inutilizam os materiais metélicos seja pelo ataque quimico ao metal (corrosdo quimica) ou pela
imposicdo de corrente elétrica (mecanismo eletrolitico). Vale ressaltar que a corrosdo
eletroquimica pode envolver a participacdo de microrganismos promovendo ou intensificando
0 processo corrosivo (MAAB; PEIBKER, 2011; GENTIL, 2012; LOTO, 2017).

Dessa forma, considerando os riscos associados a corrosao, € imprescindivel a adogdo

de medidas de prevencdo e controle, que variam de acordo com a estrutura metélica e o sistema
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a ser protegido. Como, por exemplo, em sistemas de resfriamento, onde é comum a aplicagdo
de compostos com efeito biocida a fim de evitar o desenvolvimento de microrganismos sesseis
e planctoénicos e inibidores de corrosdo capazes de inibir as reacGes anodicas e catddicas ou
formar filmes protetores na superficie metélica (GENTIL, 2012; LIENGEN et al., 2014).

Logo, a busca por moléculas que apresentem alta eficiéncia em baixas concentracdes
com pouco ou nenhum efeito toxico ao meio ambiente sdo 0s novos desafios do mundo
contemporaneo, principalmente em relacdo aos biocidas uma vez que frequentemente 0s
microrganismos adquirem novos mecanismos de resisténcia (VARJANI et al., 2017). Inclusive,
tém-se obtido resultados promissores ndo s6 com compostos sintéticos, mas também com
moléculas extraidas de materiais vegetais ou produzidas por microrganismos (TANNER,
VILANOVA e PORCAR, 2017).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem por objetivo avaliar o potencial de proantocianidinas extraidas da
fibra do coco (Cocos nucifera L.) como biocida e inibidor de corrosdo para aco carbono AlSI
1020 em solugdo sintética de fluido de sistema de refrigeracéo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Construir uma curva-padrdo com um extrato comercial liofilizado de
proantocianidinas oriundas de Schinopsis lorentzii para a quantificacdo de
proantocianidinas extraidas da fibra do coco em solug&o;

= Confirmar a aplicabilidade do modelo gerado pela curva-padrdo construida para
a quantificacdo de proantocianidinas;

» Analisar a ecotoxicidade das proantocianidinas pelo teste de germinacéo e de
alongamento das raizes utilizando sementes de Lactuca sativa;

= Caracterizar a amostra de agua de sistema de refrigeracdo com histérico de
corrosdo, para formular a solucdo sintética aplicada nos ensaios;

= Obter culturas enriquecidas de bacterias de interesse na biocorrosdo (bactérias
heterotrdficas, oxidantes de ferro e redutoras de sulfato cultiviveis) a partir de
agua de sistema de refrigeracdo e correlacionar seus parametros microbioldgicos
e fisico-quimicos;

= |dentificar as espécies predominantes em cada grupo microbiano;

»= Determinar a concentragdo minima inibitéria (CMI) das proantocianidinas
extraidas da fibra do coco para 0s grupos microbianos isoladamente;

= Verificar o potencial uso das proantocianidinas como inibidor de corrosdo para
aco carbono AISI 1020 em pH neutro em fungéo do tempo e da concentracao;

= Estudar a influéncia da temperatura, pH e concentragdo das proantocianidinas na
corroséo do aco carbono AISI 1020;
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3 REVISAO BIBLOGRAFICA
3.1 COCO (Cocos nucifera L.)

O coqueiro é um espécime vegetal que pode atingir até 20 m de altura e de 20 a 35 cm de
diametro, possui flores pistiladas com sépalas que geram um fruto grande, arredondado, com

mesocarpo espesso que protege a polpa e a agua de seu interior (LORENZI et al., 2010).

O coco é um fruto amplamente consumido e cultivado nos paises tropicais, o Brasil é o
4° produtor mundial de coco, com producdo anual de quase 3 milhdes de toneladas cultivadas
em quase 260 mil hectares (MARTINS, 2014; FAOSTAT, 2016). Entre os principais
produtores mundiais de coco o Brasil é 0 que apresenta maior produtividade na relacdo
toneladas/hectares (t/ha) cultivados, com mais de 10.000 toneladas/hectares, enquanto os
demais produtores apresentam valor médio de 5.000 t/ha (MARTINS, 2014).

O ultimo levantamento, feito em 2014, mostra que o coco € produzido em quase todos 0s
estados brasileiros. A regido nordeste é a principal responsavel pela producdo, com mais de
200.000 ha cultivados, sendo quase metade dessa area localizada no estado da Bahia
(MARTINS, 2014). Em média, um coqueiro inicia sua producao apos 5-7 anos de idade e se
mantém produtivo até 70 anos, e, a colheita dos frutos pode ser feita a partir de 10 meses ap0s
o inicio de sua floracdo (CINTRA et al., 2010).

A exploracdo comercial do coco se da principalmente para a extracdo da dgua e da polpa
(endocarpo) do coco. Para a producdo da agua do coco, é fita a colheita do coco ainda verde,
imaturo, com aproximadamente 6 meses de idade, pois nesse interim ha o maior rendimento da
agua e o sabor mais agradavel ao consumidor. E, para a extracdo do 0leo e da polpa é feita a
colheita do coco, em plena maturacdo, com pelo menos 11 meses de idade, no qual o endocarpo
estd bem espesso e o0 volume de agua reduzido (MARTINS, 2014).

Basicamente trés variedades de coqueiro (Cocos nucifera L.) sdo cultivados no Brasil, 0
gigante, mais voltado para a producdo de coco seco, 0 ando, usado principalmente para
producdo de &gua de coco, e hibridos resultantes de cruzamentos entre o coqueiro-gigante e
coqueiro-ando, que atendem as duas vertentes industriais (CINTRA et al., 2010).

Entretanto, no maximo 20% dessa fruta é utilizada no consumo humano, seja in natura
ou processado pela industria de alimentos (TETRA PAK, 2016). Dessa maneira,

aproximadamente 2,5 milhGes de toneladas sdo descartadas referentes a casca e fibra, tornando-
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se um grande problema ambiental ja que normalmente ele é disposto de forma incorreta na

natureza

Muito embora esse residuo solido possa ser convertido inteiramente em matéria prima
para materiais geotéxteis, adubo, carpetes, artesanatos ou energia térmica, na forma de carvéo,
a taxa de reciclagem desse material no Brasil ndo chega a 30% (VELOSO et al., 2013; DATAR
e SHINDE, 2017; RODRIGUES, MARTINS e BARROS, 2018).

Além da aplicacdo direta, a fibra do coco pode ter a sua composi¢do quimica explorada,
pois contém aproximadamente 40, 25 e 12% de lignina, celulose e hemicelulose,
respectivamente (LIMA et al.,2015). As fracdes de celulose e hemicelulose podem ser usadas
como matéria-prima para a producgéo de etanol de 22 geracdo (SOARES et al., 2016). E, a fragdo
lignina, pode ser usada como fonte de compostos fendlicos poliméricos também conhecidos
como taninos condensados usados frequentemente na indudstria pela sua acdo antioxidante e
floculante (MA e ZHANG, 2017).

As proantocianidinas extraidas da fibra do coco correspondem a aproximadamente 25%
da fragdo de lignina (MARTINS, 2016). O coco ndo esta entre 0s espécimes vegetais com maior
teor de proantocianidinas, entretanto dado ao montante de onde essas moléculas podem ser
extraidas, a fibra do coco se torna uma alternativa interessante (HEMINGWAY e LAKS, 1992;
MANFROI et al., 2009; VENTER et al., 2012a; VENTER et al., 2012b; BRIGIDA e ROSA,
2003; REBAYA et al., 2014; WURGER, MCGAW e ELLOF, 2014, BHAGWAT e
HAYTOWITZ, 2015).

3.2 PROANTOCIANIDINAS

As proantocianidinas sdo polimeros de flavan-3-6is, um tipo flavonoide, com estrutura
variavel e podem, também, serem conhecidas como taninos condensados ou poliflavanas
(COSTA e LEAO, 2010). Essas moléculas estdo presentes em todos os tecidos vegetais,
entretanto séo encontradas em maiores concentragdes nos tecidos externos, pois tem papel
fundamental na protecdo da planta (BARBEHENN e CONSTABEL, 2011).

Esses polifendis sdo metabdlitos produzidos pela via dos flavonoides e armazenados em
vacuolos de modo a evitar seu contato com as enzimas participantes do metabolismo vegetal.

Afinal, as proantocianidinas interagem com as proteinas e enzimas celulares, precipitando-as,
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inibindo as fungdes celulares e, consequentemente, levando a morte celular. Por isso sua

importancia em maior quantidade nos tecidos que revestem a planta (JONKER e YU, 2017).

Os compostos fenolicos poliméricos séo classificados em diferentes grupos, dentre eles
os flavonoides, que ainda se dividem em outros subgrupos no qual as proantocianidinas estdo
inseridas (FINE, 2000). A estrutura dessas moléculas varia de acordo com a espécie vegetal e
as condicdes de cultivo tanto na composi¢cdo quimica quanto no grau de polimerizag&o,
conforme ilustrado na Figura 1 (YOSHIDA etal., 2011; VENTER et al., 2012; JONKER e YU,
2017; NAVARRO et al., 2017).

Fonte: YOSHIDA et al., 2011.
Figura 1 — Estrutura oligomérica das proantocianidinas.

Como pode ser observado na Figura 1, a presenca de varias hidroxilas nas moléculas de
proantocianidinas favorece a sua interacdo com outras moléculas, que quanto maior o grau de
polimerizagdo, maior esse poder reativo (YOSHIDA et al., 2011). Essa estrutura lhes confere a
capacidade de atuacdo como antioxidante, biocida e inseticida fundamentais para a preservacao

e manutencdo das espécies vegetais na natureza (MA et al., 2018).

Essas caracteristicas tornam as proantocianidinas moléculas de excelente potencial
biotecnolégico, podendo ser aplicado no controle de pragas e infec¢des na agricultura, pois a
capacidade de precipitagdo de proteinas ja demonstrou atividade para a eliminagdo de
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microrganismos e insetos (ASHRAF et al., 2013; WANG et al., 2016; MAAZOUM et al., 2017,
MA et al., 2018).

Ademais, essa grande disponibilidade de radicais permite a interacdo com superficies
metalicas formando um filme protetor, conforme ¢é ilustrado na Figura 2, na qual as hidroxilas
interagem com a superficie metélica por diferentes mecanismos evitando a dissolucéo metélica
(SAXENA et al., 2018).

Retrodoacéo

Fisiosorgcéo

Quimiosorgéo

Ago carbono

Fonte; SAXENA et al., 2018

Figura 2 — Mecanismo de a¢ao proposto para a inibi¢do da corrosao do aco por compostos fendlicos de
origem vegetal.

Nesse contexto, as proantocianidinas sdo moléculas com grande potencial para aplicagdes
em campo nas mais diversas areas. Vale ressaltar que essas moléculas ja sdéo amplamente usadas
em escala industrial no processamento de couros, principalmente pela sua atuagdo como agente
floculante. Porém, essas moléculas, devido sua variabilidade estrutural, sdo altamente versateis

e alvos interessantes para estudos de bioprospecgéo.
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3.3 CORROSAO

Todos os materiais sofrem desgastes fisicos em funcdo do tempo de uso. E, materiais
metéalicos, borrachas, concreto, polimeros, madeira, entre outros, ainda podem sofrear acao de
processos corrosivos que contribuam para esse desgaste (MAAB; PEIBKER, 2011; GENTIL
2012). O conceito de corrosdo é um ponto de divergéncia os autores (MAAB; PEIBKER, 2011,
GENTIL, 2012; LOTO, 2017), de modo que nesse trabalho sera adotada a defini¢do segundo
Gentil (2012):

[...] pode-se definir corrosdo como a deterioracdo de um material,

geralmente, metélico por acdo quimica ou eletroquimica do meio
ambiente associada ou ndo a esfor¢os mecanicos.

Ainda segundo Gentil (2012), a interacdo fisica entre um material e 0 ambiente resulta
em alteracGes indesejaveis, tais como desgaste, modificacdes quimicas e estruturais, tornando
o material impréprio para uso. Todavia, 0 processo corrosivo pode, ainda, estar relacionado a
fatores bioldgicos (LIENGEN et al., 2014).

De qualquer modo, com ou sem a participacdo de organismos vivos, a corrosdo € um
processo espontaneo que permite que os elementos constituintes dos materiais retornem a forma
termodinamicamente estavel, ou seja, na forma de dxidos e/ou sulfetos, como normalmente se
encontram na natureza, na forma de minérios. Na Figura 3 tem-se a representacdo do ciclo da
corrosdo, mostrando que 0 processo corrosivo € o inverso do processo siderdrgico. Isto ratifica
a importancia da adocao de medidas preventivas e/ou corretivas a fim de evitar e/ou controlar

0S processos corrosivos (GENTIL, 2012).

A acdo do ambiente sobre a corroséo do material pode ocorrer de trés modos, 0 que
permite classificar o processo em: eletroquimico, quimico e eletrolitico. A corrosdo
eletroquimica é a mais comum e ocorre na superficie de um material em contato com um
eletrdlito (geralmente aquoso) de modo que se estabelece uma diferenca de potencial elétrico
mediada pelo contato de materiais diferentes ou expostos a condi¢cbes ambientais distintas
(GENTIL, 2012; ROBERGE, 2012).

Particularmente, a corrosdo galvanica é um processo eletroquimico que ocorre pelo
contato elétrico entre dois metais imersos em um eletrdlito, ou, ainda, um mesmo metal com
diferencas na sua composicdo, estabelecendo diferencas de potencial elétrico e,

consequentemente, formando uma pilha (TAIT, 2018). Normalmente, quando um metal é
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imerso em agua trata-se de um processo galvanico (GENTIL, 2012). Portanto, pode-se inferir
que a corrosdo galvanica é um dos fendmenos espontaneos mais comuns na deterioracdo dos
materiais metalicos expostos ao meio ambiente, como é 0 caso de sistemas operacionais,
reservatorios e tubulacbes enterrados, submersos ou superficiais expostos as variacdes
climaticas (TAIT, 2018).

Oxidos e Minérios

(Termodinamicamente INTERVENcAO PARA

estaveis)

CONSERVACAO

— oA -
oo CORROSAO
Mineragdo, Extracdo —

e Metalurgia Processos
COrrosivos

X PREVENCAO PARA
CONSERVACAO

Metais e suas Ligas
(Termodinamicamente
instaveis)

Figura 3 — Ciclo da Corrosdo (Fonte: http://micorr.org/scientific-bases; Adaptado)

O fenébmeno eletroquimico envolve o estabelecimento de &reas anddicas e catodicas, onde
ocorrem as reacdes de oxidacdo e reducao, respectivamente. As reacfes de oxidacdo envolvem
a perda de elétrons pelo metal e, consequentemente, a dissolucéo ibnica e perda de material
metalico. Enquanto que as reacOes de reducdo ocorrem em decorréncia do ganho de elétrons
das espécies quimicas presentes na superficie da regido catddica, em geral, sdo as moléculas de
agua que sdo reduzidas (MAAB; PEIBKER, 2011; GENTIL, 2012; TAIT, 2018).

Em suma, o processo eletroquimico consiste em uma série de reacdes que ocorrem na
superficie do metal, e que dependem de quatro componentes basicos: (1) o eletrélito, que atua
como meio condutor; (2) o anodo, onde ocorre a reacdo de oxidagao (corrosdo propriamente
dita), com a dissolugdo de ions metalicos positivos; (3) o catodo, no qual as espécies quimicas

em contato com a superficie metélica sdo reduzidas; (4) o circuito metalico, formado pela
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interacdo entre o anodo e o catodo, através do qual os elétrons escoam no sentido anodo —
catodo. Vale ressaltar que a frequéncia e a velocidade dessas reacGes estdo intimamente ligadas
aos materiais metalicos envolvidos e ao meio em que eles estdo inseridos. Todavia, qualquer
interrupcdo do fluxo de elétrons entre anodo e catodo resulta na descontinuidade do processo
corrosivo (GENTIL, 2012).

Nos casos de corrosdo eletrolitica, a variacdo de potencial elétrico ocorre pela
interferéncia de potenciais elétricos externos. Materiais metalicos enterrados, como oleodutos,
gasodutos, redes adutoras, minerodutos e cabos telefénicos sdo comumente afetados por esse
tipo de corrosdo. Normalmente, esse processo se d& em virtude de correntes elétricas de
interferéncia, também conhecidas como correntes de fuga, que sdo correntes elétricas de sentido
convencional, que abandonam seu circuito normal e fluem pelo solo ou pela dgua. Apds
atingirem os materiais metalicos enterrados ou submersos essas correntes retornam para o seu
circuito de origem (GENTIL, 2012).

Diferentemente das duas classificagbes de corrosdo apresentadas anteriormente, a
corrosdo quimica ocorre pelo ataque direto de um agente quimico ao material, metalico ou nao,
e ndo envolve transferéncia de elétrons. Nesses casos, 0 contato o contato do agente quimico
com o material gera produtos de corroséo, deteriorando o material, inutilizando-o. Pode-se citar
como exemplos de corrosdo quimica as ligas metélicas a base zinco em contato com &cido
sulfarico formando sulfato de zinco e H, que ainda pode provocar a sensibilizacdo do material
pelo empolamento! (GENTIL, 2012; POPOV, 2015).

Independentemente do tipo de corrosao que acometa 0s materiais, metalicos ou néo, estes
sdo deteriorados e, em alguns casos, inutilizados gerando custos diretos e indiretos pela
necessidade de interrupcdo de processos e substituicdo de materiais. E, muitas vezes, esses

custos poderiam ser reduzidos pela adocdo de medidas de prevencao e controle.

3.3.1 Custos Relacionados aos Processos Corrosivos

Os custos gerados pela corroséo sé@o divididos em diretos e indiretos. As perdas diretas
consideram 0s custos com a substituicao de pecas e equipamentos, incluindo energia e méo de
obra, e a manutencdo dos processos de protecéo, tais como revestimento e protecdo catddica.

Por outro lado, as perdas indiretas representam os custos com as perdas de produtos, causadas

10 Hidrogénio em seu estado atémico apresenta grande capacidade de difusdo na estrutura dos materiais metalicos,
modificando-a e fragilizando-a, esse fendmeno é chamado de empolamento.
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por vazamentos, paralizacGes para a limpeza e substituicdo de pecas deterioradas e a redugéo
da eficiéncia do processo e a contaminacdo com produtos de corrosdo (SHMITT, 2009;
GENTIL, 2012; NACE, 2012; ABRACO, 2015).

Segundo os dados da Organizacdo Mundial de Corroséo (WCO — The World Corrosion
Organization), a corrosdo onera anualmente aproximadamente US$ 2,2 trilhdes, representando
cerca de 3% do PIB mundial, e mais da metade desse valor (+ US$ 1,5 trilhdo) corresponde as
perdas diretas (HAYS, 2009; SCHMITT, 2009; NACE, 2012; ABRACO, 2015).

Os dados do custo da corrosdo no Brasil ndo séo bem definidos, entretanto acredita-se
que estejam proximos ao padrdo internacional (entre 3 e 5% do PIB). Portanto, estima-se que
esses gastos possam atingir até US$ 90 bilhdes, dos quais até 30% poderiam ser economizados
com métodos de prevencdo e controle (ABRACO, 2015).

Os estudos a respeito dos custos associados a corrosdo sao bem delineados nos Estados
Unidos, onde sdo divididos 5 setores afetados pela corroséo, como pode ser observado na Figura
4. E, essas informacdes podem ser extrapoladas para compreender a distribui¢cdo dos custos da

corrosdo no Brasil.

Estoque de materiais perigosos

L]
= Pontes e Estradas

* Dutos de gas e efluentes liguidos

* Portos e Aquavias

Infraestrutura ~ 16,4%
(USS 164 bilhBes)

* Defesa
Utilidades - 34,7%
(USS 47,9 bilhdes)

* Armazenamento de residuos

de energia nuchear

Governo - 14,6%
{USS 20,1 bilhdes)

= Fontes energéticas

* Distribuigdo de gas
* Sistema de tratamento de dguas e efluentes

Produgdo e
Manufatura — 12,8%

S 6 bihSes) X
(USS 17,6 bilhGes) Transportes — 21,5%

(USS 29,7 bilhSes)

Exploracdo de gas e petrdleo I
Mineracido * Trens, Avides e Navios

erag ;
Refino de petréleo — = Transporte de material perigoso

* Veiculos automotores

Setores quimsco, petroquimico e farmacéutico

Industria do pape! e celulose
Agricultura

Industria alimenticia
AplicacBes domésticas

Figura 4 — Custos com corrosao de cinco setores da industria dos Estados Unidos. Fonte: KOCH; BRONGERS e
THOMPSON, 2002. Adaptado.
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3.3.2 Biocorrosao

A processo eletroquimico de dissolugdo metalica promovido ou intensificado pela acdo
de microrganismos é denominado biocorrosdo, corrosdo microbioldgica, corrosdo induzida
microbiologicamente (CIM) ou corrosdo microbiana. Em geral, as bactérias sdo os principais
agentes da biocorrosdo, mas é reconhecida a participacdo de fungos e algas (VIDELA, 2003;
VIDELA; HERRERA, 2005; GENTIL, 2012; LIENGEN et al., 2014).

Em termos fisico-quimicos e termodindmicos, a biocorrosdo pode ser definida como o
processo eletroquimico de dissolu¢do metalica iniciado ou acelerado por microrganismos. Esse
efeito pode ser promovido pela aderéncia de uma Unica célula ou pela formacdo de uma
complexa estrutura microbiana formada na superficie do material, denominada por biofilme
(VIDELA, 2003; DHANASEKARAN, 2016).

3.3.2.1 Microrganismos Envolvidos na Corroséo Induzida Microbiologicamente

A biocorrosdo pode ser induzida pela formacdo de biofilme ou pela producédo de
metabdlitos corrosivos. Assim, pode-se dizer que qualquer microrganismo € potencialmente
indutor da biocorrosdo, sendo o processo mais significativo quando envolve as bactérias
redutoras de sulfato, oxidantes de enxofre, oxidantes de ferro, produtoras de exopolissacarideos

e produtoras de acido, e, com menor impacto fungos e algas, como sera discutido a seguir.

3.3.2.1.1 Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS)

As espécies que apresentam a capacidade de utilizar o sulfato como aceptor final de
elétrons na sua cadeia respiratoria, produzindo a sulfeto integram o grupo das bactérias
redutoras de sulfato e representam o principal grupo microbiano associado a biocorrosdo. No
ciclo do enxofre (Figura 5), o sulfato ainda pode ser reduzido formando compostos organicos
ou enxofre elementar pelos microrganismos, mas a interferéncia dessas reacGes nos processos
de corrosdo é menor (BARTON, 1995).

A reducdo do enxofre pode ocorrer por duas vias, a assimilatoria e a dissimilatoria,
conforme é apresentado na Figura 5. Quando o sulfato ou o enxofre elementar é usado como
aceptor final de elétrons, 0 microrganismo usa a via de reducdo dissimilatoria de sulfato e
produz sulfeto, enquanto que, quando ele é usado como fonte de enxofre, a bactéria utiliza a via

de reducdo assimilatéria de sulfato, produzindo sulfetos organicos com fun¢ao no metabolismo
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celular (PECK, 1961; POSTGATE, 1965; HAMILTON, 1985; BARTON, 1995; VIDELA,
2003).

Sulfato
(s0.%)
Reducdo Assimilatéria o -

de Enxofre

Redugdo Dissimilatéria de

s
Enxofre

{ e 9

Constituintes celulares a — s
~3F Enxofre elementar ——
base de enxolre - ~.

(5%)
A

U o /
- | ;

Sulfeto <
{54

Figura 5 — Vias de reducéo e oxidacéo do enxofre na natureza (BARTON, 1995, adaptado).

A via assimilatoria ocorre pela incorporacdo do sulfato nos constituintes celulares,
principalmente, nos amino&cidos cisteina, cistina e metionina e fatores de crescimento como
tiamina, acido lipdico, biotina (Figura 5-1). Apds a morte das células esses compostos
sulfurados séo transformados em sulfeto (Figura 5-2) ou retornam a sulfato (Figura 5-3) pelos
microrganismos decompositores. Ha ainda bactérias capazes de assimilar sulfeto como fonte de
enxofre para seus constituintes celulares, mas nesse caso elas sdo chamadas de bactérias
oxidantes de enxofre (Figura 5-4), que serdo discutidas no item 3.3.1.1.2.

Em contrapartida, a via dissimilatoria do enxofre envolve a reducédo do sulfato (Figura 5-
5) ou do enxofre elementar (Figura 5-6) em sulfeto ao final da cadeia respiratoria, utilizando-
os como aceptor final de elétrons. E, o sulfeto volta as formas de enxofre elementar (Figura 5-
7) e sulfato (Figura 5-8) por acdo das bactérias oxidantes de enxofre (Item 3.3.1.1.2).

A compreensdo do mecanismo de reducdo do sulfato a sulfeto (Figura 5-5) tem sido
melhor estudado nas espécies pertencentes ao género Desulfovibrio (Figura 6). Esse género
sintetiza a enzima sulfito redutase dissimilatéria (em inglés Dissimilatory Sulfite Redutase -
DSR) converte diretamente o sulfito em sulfeto. Entretanto, ha relatos de que em outras espécies
de BRS essa reducdo ocorra pela via do Tritionato, quando o sulfito é convertido a sulfeto em
3 reacOes de reducdo (PECK, 1965; BARTON, 1995; BARTON; FAUQUE, 2009).
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Figura 6 — Sequéncia de reagdes de reducdo do sulfato a sulfeto pela acdo da enzima DSR (sigla em inglés para
Dissimilatory Sulfite Redutase) e pela via do tritionato (Fonte: PECK, 1965; BARTON, 1995; BARTON;

FAUQUE, 2009, adaptado).
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A Figura 6 representa toda a via de conversdo do sulfato em sulfeto. Entretanto, vale
ressaltar que o inicio da sequéncia de reacdes depende do gasto de uma molécula de ATP
(adenosina trifosfato). A molécula de ATP € degradada pela enzima ATP Sulfurilase que retira
dois grupamentos fosfato (Pirofosfato inorganico) e acrescenta o ion sulfato a molécula de AMP
(adenosina monofosfato) formando a molécula de adenosina fosfosulfato (APS, sigla em inglés
de adenosine phosphosulfate) (PECK, 1959; GAVEL et al., 1998, BARTON; FAUQUE,
2009).As reacdes seguintes podem ocorrer de forma espontanea como também serem mediadas
por enzimas, entretanto, vale ressaltar que a reposicao energética s6 ocorre na Ultima etapa, seja
por agdo da enzima DSR ou pela via do Tritionato, produzindo pelo menos duas moléculas de
ATP com a reducéo de seis elétrons (BARTON; FAUQUE, 2009).

A via dissimilatéria de enxofre é a mais importante do ponto de vista da corrosao por dois
motivos: o sulfeto € um composto altamente corrosivo, levando a formacao de sulfeto de ferro,
com os ions ferro liberados pelo ataque ao metal; e muitas espécies de BRS sintetizam a enzima
hidrogenase, que oxida o proton de hidrogénio promovendo o efeito da despolarizagdo catddica,
levando a uma maior atividade na regido anddica, intensificando o processo corrosivo
(POSTGATE, 1965; HAMILTON, 1985; BARTON, 1995; VIDELA, 2003). As hidrogenases
podem ser proteinas de membrana ou serem encontradas no espaco periplasmatico ou no
citoplasma e dividem-se em trés grupos de acordo com a presenca de metais em seus sitios
ativos: Niquel-Ferro hidrogenase, Ferro hidrogenase e um terceiro, sem a dependéncia de
metais. Os dois grupos de hidrogenases formados por metaloproteinas constituem a maior parte
das hidrogenases (PETERS et al., 2015).

O grupo das bactérias redutoras de sulfato é heterogéneo do ponto de vista metabdlico,
pois podem usar outros compostos, além do sulfato, como aceptor final de elétrons (nitrato,
fumarato e piruvato). E, ainda usar diferentes compostos organicos como fontes de carbono:
lactato, piruvato, acetato, maleato, propionato e acidos graxos. Ressalta-se que ndo sdo todas as
espécies do grupo que utilizam todos os compostos organicos citados como fonte de carbono e
aceptores finais de elétrons. Por exemplo, a espécie Desulfovibrio sapovorans usa acido graxo
como fonte de carbono, enquanto que a espécie Desulfovibrio propionicus sé se desenvolve na
presenca de propionato. Neste contexto, € comum que 0s estudos que tratam de biocorrosdo
sejam utilizados mais consorcios microbianos do que espécies isoladas, pois uma comunidade
microbiana estruturada permite que o metabolismo de cada uma das espécies coopere com as
demais em prol da sobrevivéncia individual (POSTGATE, 1965; BARTON, 1995; VIDELA,
2003; PLUGGE e al., 2011; GUAN et al., 2016).
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3.3.2.1.2 Bacteérias Oxidantes de Enxofre

As bactérias oxidantes de enxofre se caracterizam pela oxidacdo do enxofre com a
geracdo de acido sulfurico e sulfato, e seu maior representante na biocorroséo sdo as espécies
do género Acidithiobacillus (TANG; BASKRAN; NEMATI, 2009; POKORNA;

ZABRANSKA, 2015). Essas bactérias, juntamente com as redutoras de enxofre, comp&em o

ciclo do enxofre na natureza, o qual é sumarizado na Figura 7.
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Compostos
Organicos e

Enxofre

Figura 7 — Ciclo do Enxofre na Natureza (Fonte: VIDELA, 2003, adaptado)

A oxidacdo biologica do enxofre pode mediada por espécies fototroficas, quimiotroficas
ou denitrificantes (MUYZER e STAMS, 2008). As espécies fototroficas dependem da luz como
fonte de energia, e convertem acido sulfidrico em enxofre elementar. Porém, se a concentragdo
de acido sulfidrico for menor que a disponibilidade de luz ele é convertido em sulfato. Muito
embora as espécies desse grupo sejam eficientes oxidando o acido sulfidrico, tais organismos
apresentam metabolismo lento e baixa taxa de crescimento. Os principais representantes dessa
categoria sdo os géneros Chlorobium, Chloroherpeton, Prosthecochloris, Pelodictyon e
Ancalochloris (POKORNA e ZABRANSKA, 2015).

Por outro lado, o grupo das espécies quimiotroficas pode usar fontes organicas e
inorganicas de carbono. Além disso, podem utilizar compostos de enxofre inorganicos

reduzidos (acido sulfidrico, tiossulfato, sulfito e enxofre elementar) ou, ainda, compostos
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organicos (metanotiol, dimetil sulfeto e dimetil dissulfeto) como fonte de energia (TANG;
BASKRAN; NEMATI, 2009; POKORNA; ZABRANSKA, 2015). As bactérias quimiotréficas
oxidantes de enxofre podem ser divididas em quatro grupos de acordo com a fonte de carbono

e energia que sdo capazes de assimilar, conforme é sumarizado no Quadro 1.

Quadro 1 — Bactérias oxidantes de enxofre quimiotréficas agrupadas conforme fonte de carbono e
energia e seus géneros representativos

Bactérias Fonte de Carbono Fonte de Energia Géneros
Aer6bias obrigatérias Cco, ComppstosAde_ Enxofre Acu_jlth!obam!lus
inorganico Thiomicrospira
Paracoccus

CO; e Compostos | Compostos de Enxofre

Facultativas Acidithiobacillus

organicos organico e inorganico Thermotrixe Sulfolobus
Oxidantes de fontesde | CO, e Compostos | Compostos de Enxofre Beggiatoa
enxofre reduzido organicos reduzido Acidithiobacillus
Sem ganho de energia
pela oxidacédo do CO: e Compostos - Thiobacterium Thiothrix

organicos
enxofre 9

Fonte: TANG; BASKRAN; NEMATI (2009); POKORNA; ZABRANSKA (2015).

As bactérias quimiotroficas capazes de oxidar as formas inorganicas reduzidas de enxofre
utilizando nitritos e nitratos como aceptor final de elétrons, sdo chamadas de denitrificantes, e,
apresentam sulfatos, nitritos ou gas nitrogénio como produtos finais (TANG; BASKRAN e
NEMATI, 2009).

Outro risco associado as bactérias oxidantes de enxofre é a criagdo de um ambiente
favoravel as bactérias redutoras de sulfato (BRS), pois a coexisténcia desses dois grupos cria
um ciclo de oxidacao e reducéo do enxofre produzindo compostos corrosivos capazes de atacar
0s materiais metalicos presentes (VIDELA, 2003; TANG; BASKRAN e NEMATI, 2009;
POKORNA e ZABRANSKA, 2015).

3.3.2.1.3 Bactérias Oxidantes de Ferro

As bactérias oxidantes de ferro também sdo chamadas de ferrobactérias ou bactérias
precipitantes de ferro. As espécies desse grupo se caracterizam pela capacidade de oxidar ions

Fe?* em Fe*, formando compostos insolliveis que se precipitam e se acumulam nas superficies
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em contato com o fluido (VIDELA, 2003; EMERSON; FLEMING; MCBETH, 2010;
HEDRICH; SCHLOMANN; JHONSON, 2011; FLEMING et al., 2014).

A Figura 8 o efeito causado pelas bactérias oxidantes de ferro na formacéo de ferrugem
(Fe203, produto formado pela oxidacdo do ferro) em &guas naturais (Figura 8-1 e 6-2), em
sistemas formados com aco carbono (Figura 8-3) ou na parede de uma mina de extracdo de

ferro (Figura 8-4).

Figura 8 — llustracéo da producéo de 6xidos de ferro insoltveis. 1 — Precipitagdo microbioldgica de ferro em éguas
naturais; 2 — Imagem 1 ampliada; 3 - Precipitacdo microbiolégica de ferro em sistemas com alta velocidade de
fluxo; 4 — Deposito de 6xidos de ferro na parede de uma mina rica em ion ferroso (Fonte: EMERSON; FLEMING;
MCBETH, 2010)

A precipitacdo do ion férrico na forma de hidréxidos insoltveis pode levar a formacéo de
tubérculos (Figura 9) criando pilhas de aeracdo diferencial, promovendo a corrosdo, ou a
obstruco e entupimento do sistema. E importante salientar que a obstruc&o do sistema reduz a
velocidade do fluido favorecendo a deposi¢cdo de microrganismos e, consequentemente, a
formacéo de um biofilme (VIDELA, 2003; GENTIL, 2012).

As bactérias oxidantes de ferro sdo quimiotroficas aerdbias ou facultativas. Contudo, ha
relatos na literatura de espécies fototroficas, como, por exemplo, Rhodovulum iodosum e R.
robiginosus que utilizam o ferro como agente redutor do CO- durante o processo de assimilacdo
do carbono. Em complemento, Acidithiobacillus denitrificans utilizam o ion ferroso como
doador de elétrons e o fon nitrato como aceptor final (HEDRICH; SCHLOMANN; JHONSON,
2011; GENTIL, 2012).
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Figura 9 — Fotografias de partes de dutos substituidos pela formacéo de tubérculos (fonte: GENTIL, 2012)

A espécie mais estudada dentro desse grupo é a Gallionella ferruginea, isolada pela
primeira vez em 1837, tornando-se a primeira espécie descrita pela capacidade de oxidar Fe?*.
Atualmente, outros organismos sdo consideradas igualmente importantes por estarem
relacionadas a bicorrosdo, tais como membros do género Siderophacus, Leptothrix,
Chrenothrix, Clonothrix e Sphhaerotilus (VIDELA, 2003; EMERSON; FLEMING; MCBETH,
2010; HEDRICH; SCHLOMANN; JHONSON, 2011; GENTIL, 2012; FLEMING et al., 2014).

O mecanismo de oxidacao do ferro por essas bactérias ainda ndo é muito conhecido, mas
acredita-se estar baseado no mecanismo do A. ferrooxidans, cuja reacdo ocorre na superficie da
membrana celular, mediada por um conjunto de quatro proteinas, sendo duas pertencentes ao
complexo do citocromo ¢ (Cyc 1 e Cyc 2), uma citocromo oxidase (aas) e rusticianina A (uma
metaloproteina de baixa massa molecular contendo ions cobre como cofator). Esse mecanismo
é ilustrado na Figura 30 (HEDRICH; SCHLOMANN; JHONSON, 2011).

Fe(ll) Fe(lll)

MEMBRANA EXTERNA

-

MEMBRANA INTERNA

p—-

0, H,0

Figura 30 — Mecanismo de oxidagao do ion ferroso a ion férrico realizado descrito na espécie de Acidithiobacillus
ferroxidans. Fonte: HEDRICH; SCHLOMANN; JHONSON, 2011 (Adaptago).
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3.3.2.1.4 Bactérias Produtoras de Acido

O grupo das bactérias produtoras de acido inclui todas as espécies cujas reacdes
metabdlicas resultam na producdo de compostos acidos, sejam eles organicos ou inorganicos.
Dessa forma, este grupo engloba espécies pertencentes ao grupo das bactérias oxidantes de
enxofre, oxidantes de ferro e redutoras de sulfato (LOTO, 2017).

Em geral, a formacgdo de &cidos orgéanicos, tais como, acido acético, formico, latico,
propidnico, glucénico, citrico, succinico e butirico, € atribuida as espécies bacterianas de
metabolismo facultativo (em aerobiose as fontes de carbono sdo consumidas até a formacao de
CO. e 4gua). Portanto, a producédo de acido se da por vias metabdlicas alternativas quando as
bactérias sdo expostas a condicbes de anaerobiose (BEECH; GAYLARDE, 1999; GU, 2012).
O Quadro 2 apresenta uma relagdo com os principais acidos organicos produzidos por bactérias
bem como as espécies ou géneros produtores (SHAIKH e QUERESHI, 2013; MOO-YANG,
2011; KHAN e GUPTA, 2015).

Quadro 2 — Espécies de bactérias produtoras de acidos organicos

Acido organico Género ou espécie produtora
Acético Acetobacter pasterianus, A. aceti e Clostridium aceticum
Butirico Clostridium butyricum e Bacillus subtilis
Citrico Arthrobacter parafinens, Bacillus licheniformise e Corynebacterium
sp.
E6rmico Salmonella, Citrobacter, Shigella, Proteus, Escherichia sp. e Enterobacter
sp.
Gluconico Acetobacter sp., Guconobacter sp., Pseudomonas sp. e Vibrio sp.
Latico Lactobacillus delbrueckii, L. bulgaricus,Lactococcus lactis e Leuconostoc sp.
Propibnico Clostridium propionicum
Succinico Actinobacillus succinogenus, Mannheimia succiniciproducens e E. coli

Fonte: FRY et al., 2000; MULLER, 2001; RASPOR e GORANOVIC, 2008; LITTLE; LEE, 2007; SAUER
et al., 2008; MOO-YANG, 2011.

Em relacdo & producdo de acidos inorganicos, as principais bactérias envolvidas
pertencem ao género Acidithiobacillus, especialmente A. ferrooxidans, A. thioparus, A.

thiooxidans e A. concretivorus, produtoras de acido sulfurico a partir da oxidacdo do enxofre
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(GENTIL, 2012). No entanto, outros géneros também ja foram descritos pela producéo de
acidos inorganicos, como espeécies dos géneros Nitrobacter e Pseudomonas produzindo acido
nitrico, do género Nitrosomos produzindo &cido nitroso, e do género Desulfovibrio e
Closridium produzindo &cido sulfidrico (VIDELA, 2003).

A producdo de é&cidos, sejam eles organicos ou inorganicos € um ponto importante em
relacdo a biocorrosdo pela consequente reducdo do pH, favorecendo a dissolugdo metalica e
intensificando o processo corrosivo. E, em relacdo aos acidos organicos, a sua producdo no
interior do biofilme, além de atuar promovendo a dissolucdo metalica, pode servir como fonte
de carbono para os microrganismos, permitindo a viabilidade das células no interior do
biofilme, que por sua vez, também sdo capazes de acelerar as rea¢bes envolvidas no processo
de corroséo (WILLIAMSON et al., 2015).

3.3.2.1.5 Bactérias Produtoras de Exopolissacarideos

Algumas espécies microbianas sdo capazes de produzir substancias poliméricas
extracelulares (EPS, sigla em inglés para Extracellular Polymeric Substances). Essas
substancias podem ser carboidratos (exopolissacarideos), proteinas, acidos nucleicos e lipidios,
normalmente associados a grupamentos fosfato (fosfolipidios), que sdo produzidas e podem
ficar adsorvidas a membrana celular externa ou liberados para o espaco extracelular (NWODO,
GREEN e OKOH, 2012). Em especial, os exopolissacarideos possuem diversas funcdes

bioldgicas, como: protecédo, reconhecimento e interacdo celular.

Geralmente, estas moléculas sdo sollveis em agua e solucdes idnicas. No entanto, essa
caracteristica se aplica apenas aos polimeros que comp8em a capsula bacteriana e tem a funcéo
de viabilizar a interagdo da célula bacteriana com outras superficies poliméricas, sejam elas,
outras células ou superficies metalicas cobertas por material organico. E importante salientar
que a sintese e as caracteristicas dos exopolissacarideos estdo intimamente ligadas a

disponibilidade de nutrientes e a espécie microbiana produtora (SCHIMID, 2018).

A sintese de polimeros extracelulares é fundamental para a formacéo do biofilme, e por
isso tem grande influéncia no processo de biocorrosao. Porém, os polissacarideos que compdem
a matriz polimérica do biofilme, diferentemente dagqueles que comp&em a capsula, podem ser
hidrofilicos e hidrofébicos e serdo responsaveis pelo revestimento, sustentacdo e fluidez do
biofilme (WADOOD et al., 2015).
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Os exopolissacarideos formados por bactérias Gram-negativas normalmente sdo neutros
ou anidnicos contendo acidos urdnicos e piruvato ligados a grupamentos cetbnicos que
favorecem a interacio com cations divalentes como Ca?* e Mg?*, potencializando a energia das
interacdes eletrostaticas; e, ainda, podem apresentar compostos a base de nitrogénio (ureia e
guanidina) que permitem as ligacdes de hidrogénio. Por outro lado, os polissacarideos
produzidos por espécies de bactérias Gram-positivas tém natureza catidnica, principalmente
contendo Ca?*, que favorece as interagdes eletrostaticas entre a célula e a superficie metalica
(FINKENSTADT I etal., 2017). Dessa forma, percebe-se que 0s exopolissacarideos produzidos
por bactérias Gram-negativas levam a interacdes mais fortes entre as células e a superficie em

gue o biofilme foi instalado.

O género Pseudomonas é o mais estudado na biocorrosédo pela sua grande participacéo na
formacdo do biofilme, em especial as espécies P. aeruginosa, P. putida e P. fluorescens
(HAMZAH, 2013; ABDOLAHI et al., 2014; AURILIAH e TING, 2014; WADOOD et al.,
2015). Muito embora esse género ja tenha sido descrito produzindo polimeros de glicose,
manose, xilose, galactose e ribose, ele estad mais associado a producdo do alginato, que é um
polimero linear formado por dimeros dos acidos manurénico e glucurénico (ZHAO et al.,
2018).

Assim como espécies de Pseudomonas, a ferrobactéria A. ferroxidans apresenta grande
versatilidade quanto aos polissacarideos produzidos, pois durante as rea¢6es de oxidacdo foram
isolados polimeros de glicose, ramnose, fucose, xilose e manose e nesses casos, verificaram-se
residuos de acido glucurdnico, acidos graxos de cadeia longa e ions férrico (VU et al., 2009).

Assim como representantes dos outros grupos, espécies de BRS, em especial do género
Desulfovibrio, ja foram descritas pela producdo de exopolissacarideos ricos em manose, e, em
menor quantidade, compostos por glicose, ramnose, xilose e galactose (DELBARRE-LADRAT
etal., 2014; AGWA, IYALLA e ABU, 2017).

A producdo das substancias poliméricas extracelulares é regulada por um mecanismo
denominado Quorum-sensing, por meio da comunicacao intercelular mediada por moléculas
quimicas (autoindutores). Em geral, essa regulacdo esta relacionada ao controle populacional.
As moléculas responsaveis por essa regulacdo variam de acordo com o microrganismo (). A
maioria das bactérias Gram-negativas realizam a regulacdo por meio da producdo e
reconhecimento de moléculas de N-acil homoserina lactona. Ja as bactérias Gram-positivas
fazem a regulacdo por meio da producdo de oligopeptideos, reconhecidos pela proteina de
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membrana histidina quinase, que transfere o sinal através de uma sequéncia de fosforilagbes no
meio intracelular (CHORMEY et al., 2018).

Vale ressaltar que a producéo de exopolissacarideos e estabelecimento do biofilme podem
levar ao inicio ou a intensificacdo de processos corrosivos. Todavia, ha estudos que mostram
que sob algumas condi¢des o recobrimento da superficie metalica com o biofilme e esses

materiais poliméricos pode levar a protecdo do metal (ZARASVANDI e RAI, 2014).

3.3.2.1.6 Fungos

Os fungos sé@o microrganismos eucariotos que podem apresentar a forma uni (levedura)
ou multicelular (filamentoso). Os fungos filamentosos podem se reproduzir através da produgéo
de esporos (reproducdo sexuada) ou conidios (reproducdo assexuada) formando filamentos,
chamados hifas, que podem ou nao se ramificar (MOLINARO; CAPUTO; AMENDOEIRA,
2009). A rede de filamentos formada é chamada de micélio, e se divide em vegetativo,
responsavel pela aderéncia do microrganismo a substratos solidos, e aéreo, responsavel pela
captacdo de gases e nutrientes (MOLINARO; CAPUTO; AMENDOEIRA, 2009; ROVETTA
etal., 2013).

Os fungos sdo microrganismos amplamente difundidos no ambiente e j& foram
relacionados a casos de corrosdo. As principais espécies relacionadas aos processos corrosivos
pertencem aos géneros Fusarium, Aspergillus, Penicilium e Hormoconis (LITTLE e RAY,
2011).

O mecanismo classico de corrosao induzida por fungo é pela formacéo de uma pilha de
aeracdo diferencial, por meio da deposicao das células na superficie, seja ela metélica ou ndo.
Entretanto, ja foi descrito que o metabolismo das células fngicas pode produzir compostos
potencialmente corrosivos, como mono- e diacilglicerois, glicerol, acidos organicos e
aminoacidos livres (LITTLE e RAY, 2011; ROVETTA et al, 2013). Todavia, 0
desenvolvimento desses microrganismos e a sua participagdo na corrosdo esta atrelado a
presenca de agua (QU et al., 2015). Outro problema associado ao desenvolvimento flngico é a
possibilidade de entupimento dos sistemas de distribuicdo, que pode intensificar os processos
corrosivos (QU et al., 2015).
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3.3.2.1.7 Algas

O termo alga, atualmente, engloba espécies de talofitos (espécies de vegetais inferiores
gue ndo possuem folha ou raizes) e bactérias (autotrdficas e fotossintetizantes). Assim, esse
termo engloba desde organismos muito simples e unicelulares, até espécies complexas e
multicelulares com diferenciagéo de tecidos. Os integrantes desse grupo, em sua maioria, S&o
autotréficos, fotossintéticos e podem ou ndo produzir pigmentos (FRANCESCHINI et al.,
2009).

As algas estdo especialmente mais relacionadas a casos de biofouling do que biocorrosao,
contudo a producdo de gas oxigénio e &cidos organicos podem estimular 0s processos
corrosivos. Além da producdo de metabdlitos de natureza corrosiva, a acumulacao de algas em
uma superficie pode levar a formacdo de uma pilha de aeracdo diferencial, dando inicio a
corrosdo (ALLWRIGHT e ENSHAEI, 2016).

Os géneros mais comuns associados ao biofouling e a biocorrosdo sdo Navicula
(diatomacea), Oscillatoria (cianobactéria), Chlorella e Ulothrix (cloréfitas). Os locais mais
suscetiveis a problemas com esses organismos sao sistemas de troca de calor, plataformas off-
shore e sistemas de abastecimento de &gua. Vale ressaltar, que assim como os fungos o
desenvolvimento desses organismos pode provocar o entupimento de todo o sistema (VIDELA,
2003; LANDOULSI, COOKSEY e DUPRES, 2011).

3.3.2.2 Mecanismos da Biocorrosao

Os processos de corrosdo mediados por microrganismos, assim como os eletroquimicos,
necessitam do estabelecimento de &reas anddicas e catddicas, formando uma pilha. Vale
ressaltar que a pilha é formada pela diferenga de potencial elétrico entre anodo e catodo e isso
pode ser provocado por varios fatores, como a producéo de acidos ou metabolitos capazes de
romper filmes protetores, gradientes de concentracdo ou ainda a despolarizacao catodica, como
ilustra a Figura 31 (VIDELA, 2003; LITTLE e LEE, 2007; GENTIL, 2012; LOTO, 2017).

Ha relatos na literatura de que a producdo de acidos pode formar filmes protetores na
superficie metalica. Contudo, na maioria dos casos, esses acidos, sejam eles organicos ou
inorganicos, podem promover o rompimento do filme protetor, oxidar os metais e transferi-los

para o eletrolito. Como exemplo dessa dissolugdo pode-se citar a corrosao de ligas de niquel
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em presenca de acido butirico, bem como do aco carbono em contato com acidos acético e
sulfurico. (LITTLE e LEE, 2007).

Produc3o de acidos inorganicos

Producao de acidos Organicos

Oxidac3o do Hidrogénio

tabolitos com

Pilhas de aerac3o diferencial

Gradientes de Despolarizacdo

Célula de concentracdo ibnica

CONCeNtracag catddica

TFYYTYYYTYYYTYY v Y VYV VPV VPVY VY

Figura 31 — Formacdo de areas anddicas e catddicas pela participacdo de microrganismos (Autoria prépria).

Concomitantemente a produgdo de acidos, outros compostos podem ser formados, como
metano, produzido juntamente com o gas sulfidrico, em condic¢des anaerdbicas. Muito embora
0 metano ja tenha sido relacionado a corrosdo do aco carbono, esse mecanismo nunca foi
demonstrado (LITTLE e LEE, 2007). Portanto, acredita-se que o ataque ao a¢o carbono ocorra
pela acdo do &cido sulfidrico, uma vez que compostos a base de metano vém sendo testados
como inibidores de corrosdao (VERNA, SINGH e QURAISHI, 2015).

Em contrapartida, as bactérias redutoras de nitrato, que além de acidos, sdo capazes de
produzir amonia a partir do metabolismo de aminoacidos, ou, ainda, a partir de inibidores de
corrosao a base de nitrato. A amonia pode promover a corrosdo por tensao em ligas de cobre,
pois os ions de amdnia ligam-se aos ions cobre, rompendo o filme de passividade, e liberando
H> que ao penetrar nos poros da liga metélica, a torna mais fragil. Porém, a susceptibilidade das
ligas de cobre a corrosdo esta diretamente relacionada a composicdo da liga, uma vez que a

presenca de niquel torna a liga resistente a acdo da aménia (LITTLE e LEE, 2007).

Em complemento, além de causar a corrosdo em ligas de cobre, a presenga de amonia no

concreto, leva a corrosdo desse material. Pois, o contato dos sais de amodnio com o concreto
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libera gas amdnia em seus poros e 0s ions hidrogénio comecam a ser substituidos pelos ions

calcio, acidificando o ambiente e desintegrando a matriz do cimento (FEI et al., 2014).

Aliado a producdo de metabdlitos, a presenca e desenvolvimento microbianos pode criar
gradientes de concentracdo, culminando na formacéo de pilhas de concentracdo. A pilha mais
comum relacionada aos microrganismos € a pilha de aeracdo diferencial, e, a partir dela pode
haver a formacgéo de uma célula de idnica (VIDELA, 2003; LITTLE e LEE, 2007; GENTIL,
2012).

A criacdo de ambientes com diferenca de concentracdo de oxigénio € ilustrada na Figura
32. A sua formacdo ocorre pela deposicdo de células microbianas na superficie metélica onde
se multiplicam, formam colénias e produzem metabolitos que alteram a superficie metélica.
Essas modificacdes geram diferenca na concentracdo de gases entre a regido abaixo das

colbnias microbianas e o restante da superficie metalica sem contato com as células.

0, OH

Figura 32 — Formacao de uma pilha de aeracdo diferencial pela deposicdo de células microbianas causando
diferencas de potencial elétrico entre a regido abaixo dos microrganismos e o restante da superficie metélica.
Adaptado de LITTLE; LEE (2007).

Nesse caso, a regido anddica € aquela abaixo das col6nias microbianas, onde o metal é
oxidado e transferido para o eletrolito, ao passo que a regido catodica corresponde a superficie
metéalica no entorno do biofilme, onde o O é reduzido, formando hidroxilas (OH") (VIDELA,
2003; LITTLE e LEE, 2007; GENTIL, 2012).

Com a evolucdo da deposicdo microbiana na superficie metalica, ha a formacao de
biofilmes e consequentemente a producdo de exopolissacarideos, 0s quais contém, sitios ativos
que ligam os ions metalicos produzidos pelas reagdes anodicas. A maior concentracdo de ions
metéalicos na regido do biofilme intensifica as rea¢Ges catddicas pela interacdo dos ions com as

hidroxilas formando 6xidos metalicos, como ilustra a Figura 33 (LITTLE e LEE, 2007).

Os mecanismos relacionados a biocorroséo estdo muito ligados a producéo de biofilmes

e a acdo de diversos grupos microbianos. Entretanto, os principais microrganismos envolvidos
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nesse processo sdo as bactérias redutoras de sulfato (BRS), pois a sua presenga no biofilme
induz ou intensifica o processo de corrosao por varias formas, como: a despolarizacdo catodica
pela acdo da enzima hidrogenase; a despolarizacao anoddica pela formacao de sulfetos de ferro;
a formacdo de células de concentracdo pela ligacdo dos ions metalicos dissolvidos aos
exopolissacarideos (Figura 33); ou a corrosao por estresse causado pelo formagao de hidrogénio
gasoso (H2) que entra nos poros do metal causando a sua fragilizagéo (LITTLE e LEE, 2007,
VENZLAFF et al., 2013; YU et al., 2013; LIENGEN et al., 2014; JAVED, STODDART e
WADE, 2015; WU et al., 2015). Muito embora a despolarizacdo catddica seja o principal
mecanismo envolvendo as BRS, acredita-se que todos esses mecanismos possam acontecer
simultaneamente (LITTLE e LEE, 2007; LIENGEN et al., 2014).

Oxidos Metalicos

BIOFILME

Figura 33 — Formagdo de uma célula de concentragdo de ions no biofilme que acelera a reagdo catddica pelo
consumo da hidroxila na formagéo de 6xidos metélicos. Adaptado de LITTLE e LEE (2007).

A Figura 34 ilustra como ocorre a despolarizacdo catodica pela acdo da-hidrogenase. A
existéncia desse mecanismo foi proposta pela primeira vez em um trabalho publicado em 1934
por KUHR e VLUGT. Contudo, os autores ndo foram capazes de elucidar o mecanismo de ag&o
dessa enzima, propondo que em condi¢cfes de anaerobiose as bactérias redutoras de sulfato
seriam capazes de oxidar o hidrogénio e reduzir o sulfato a sulfeto, o que intensificava o
processo de corrosdo. Somente décadas mais tarde, entre os anos 1970 e 1990 estudos
corroboraram e elucidaram o mecanismo proposto por KUHR e VLUGT em 1934
(POTEKHINA et al., 1999).

Quando uma superficie metalica é imersa em uma solucdo aquosa em anaerobiose, ela é
polarizada por prétons de hidrogénio formados a partir da dissociacdo da molécula de &gua.
Vale ressaltar que a reacdo de polarizacdo da superficie metalica € reversivel e continua. Ou

seja, a conversao do proton de hidrogénio em hidrogénio molecular ocorre constantemente e €,
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justamente, esse processo que protege a superficie metalica (LITTLE; LEE, 2007; LIENGEN
etal., 2014).
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Figura 34 — Representacdo da despolarizacdo catodica mediada pela hidrogenase, que pode atuar na membrana,
no espaco periplasmatico ou no citoplasma. Adaptado de POTEKHINA et al. (1999) e MATIAS et al. (2005).
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A capacidade dos microrganismos em produzir hidrogenase interrompe a polarizacéo do
metal e permite o inicio de um processo corrosivo. O local de acdo dessa enzima depende do
microrganismo, pois ela pode estar na membrana, no citoplasma ou ainda no espago
periplasmético. Porém, independentemente da localizag&o a sua funcéo é retirar o elétron do
hidrogénio molecular e transferi-lo para 0 uso no metabolismo celular (LITTLE; LEE, 2007,
GENTIL, 2012; LIENGEN et al., 2014).

Neste contexto, uma vez a superficie metalica ndo estd mais polarizada e,
consequentemente, protegida, o metal comeca a sofrer reacGes de oxidacdo liberando ions
metalicos para o eletrélito. A partir desse evento podem comegar a acontecer 0s outros
mecanismos de corrosdo mediados pelas BRS (despolarizacdo anddica, formacdo de células de
concentracio e fragilizacdo por hidrogénio) (KUHR e VLUGT, 1934; POTEKHINA et al.,
1999; VIDELA, 2003; LITTLE e LEE, 2007; GENTIL, 2012; LIENGEN et al., 2014).

Com base nessas informacdes, &€ possivel perceber que 0s microrganismos podem
promover processos corrosivos através de diversos mecanismos. Por isso, € necessario o uso de
alternativas para inibir o desenvolvimento desses processos, uma vez que o desenvolvimento
de um processo corrosivo, com ou sem a participacdo microbiana gera muito mais custos

comparado aos propostos nas alternativas de prevencéo e controle.

3.3.2.3 ldentificacdo e Monitoramento da Biocorroséo

A identificacdo e o monitoramento da biocorrosdo é feita através de andlises
microbiologicas, quimicas e metaldrgicas. E, para tanto deve-se identificar os microrganismos
envolvidos, isolando-os a partir do fluido do sistema ou dos produtos de corroséo, e observar
se a morfologia da corrosdo e os produtos formados sdo compativeis com 0s processos
induzidos por microrganismos (OPEL et al., 2014; SLOTT e ABDULLAHI, 2018).

A presenca dos microrganismos pode ser determinada por diversas formas como a cultura
em meios liquidos ou sélidos, a extracdo e quantificacdo de algum componente ou metabolito

celular, ou também, pela observacao de células junto aos produtos de corrosao por microscopia.

A cultura é feita usando meios seletivos para 0s microrganismos de interesse na
biocorrosdo, nos quais pode ser feita uma avaliacdo quantitativa ou qualitativa da presenca dos
microrganismos. No caso de uma avaliacao qualitativa, a amostra é simplesmente inoculada no

meio de cultura. Por outro lado, na maioria das vezes € crucial se fazer a quantificagcdo, sendo
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necessaria a realizacdo de dilui¢es sucessivas da amostra e inoculacdo dessas diluicdes nos
meios especificos (OPEL et al., 2014).

Basicamente, a quantificacdo é feita por dois metodos, um que aplica o0 meio sélido, que
é a contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC) e, outro feito com meio liquido e
estima o0 nimero mais provavel (NMP) de células na amostra (VERMELHO et al, 2006).

Porém, antes da quantificagdo, € necessario a caracterizacdo da amostra no intuito de
tentar reproduzir na analise microbioldgica, condi¢bes semelhantes as da amostra original,

avaliando caracteristicas como pH, salinidade e temperatura

O Quadro 3 indica os meios de cultura mais usados na pesquisa e quantificagdo dos
microrganismos de interesse na corrosdo. Todavia, é possivel 0 uso de outros meios de cultura,
ou, ainda, modificacbes nos meios citados de modo a se obter a melhor resposta de acordo com
0 estudo a ser desenvolvido (LIENGEN et al, 2014).

Como por exemplo, GALVAO (2008) e ARAUJO (2011) ajustaram a concentracio de
cloreto de sodio (NaCl) em todos os seus meios de cultivo de modo a reproduzir a salinidade
da agua do mar. Além de ajustes na salinidade, o estudo da biocorrosdo em condigdes
termofilicas necessita da modificacdo da temperatura de incubacdo dos microrganismos
(LATA, SHARMA e SINGH, 2012; LIANG et al., 2014).

Quadro 3 — Meios de cultura usados na analise microbioldgica de amostras liquidas e sélidas para
a pesquisa dos microrganismos de interesse na biocorrosdo

Microrganismo Meio de Cultura
Leveduras Agar extrato de malte
Fungos filamentosos Agar extrato de malte ou Agar batata dextrose
Bactérias Heterotroficas Agar ou caldo nutriente
Bactérias produtoras de acido Meio VERMELHO de fenol
Bactérias redutoras de sulfato (BRS) POSTGATE B (liquido) ou POSTGATE E (s6lido)
Bactérias oxidantes de ferro Caldo ou agar citrato férrico amoniacal

Fonte: VIDELA, 1996; GALVAO, 2008; ARAUJO, 2011.

Além da cultura, é possivel detectar a presenca dos microrganismos pela detec¢cdo de

estruturas celulares ou produtos do seu metabolismo. Em relacdo as estruturas celulares, a
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alternativa mais usada sdo as técnicas moleculares de extracdo e amplificacdo do material
genético celular (SKOVHUS, CAFFREY e HUBERT, 2014). Enquanto que as alternativas
metabdlicas tém como principais alvos a molécula de ATP ou enzimas que caracterizam a
atividade do metabolismo microbiano, como por exemplo, as enzimas adenosina-5’
fosfosulfato redutase e hidrogenase, que sdo fundamentais para as reagdes promovidas pelas
BRS (LIENGEN et al, 2014).

Além das alternativas que necessitam da presenca das células viaveis, a microscopia pode
ser usada para observar a morfologia da corrosédo induzida por microrganismos, que, em geral,
ocorre de forma localizada (corrosdo por pite), e € ilustrada na Figura 35. (VIDELA, 2003;
LITTLE e LEE, 2007; GENTIL, 2012; LIENGEN et al, 2014).

Figura 35 — Corrosdo por pites (Fonte: GALVAO, 2008)

Vale salientar que, por defini¢do, pite € um tipo de corrosdo de contornos circulares e a
medida da largura deve ser inferior a medida da profundidade (GENTIL, 2012). E, o aparelho
mais indicado para a observacao e analise da superficie metélica € o microscopio confocal com
varredura a laser, pois permite a obtencdo de imagens tridimensionais e, assim, a determinacao
das medidas de altura, largura e profundidade dos pontos de corrosdo (LIENGEN et al, 2014).

A microscopia ainda pode ser usada para observar as células que formam o biofilme
aderidas a superficie metalica ou aos produtos de corrosdo, como ilustra a Figura 36. Nesse
caso, é mais indicado o uso de microscopia eletronica de varredura (MEV) (LIENGEN et al,
2014).
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e

Figura 36 — Imagens da microscopia eletrnica de varredura de biofilme formado em superficies metalicas (Fonte:
LITTLE e LEE, 2014).

Muito embora existam diversos métodos que viabilizem a identificacdo e o
monitoramento da corrosao, este processo deve ser evitado. E, para tanto, pode-se fazer uso de
biocidas com acdo nas células planctonicas e/ou sésseis presentes no fluido de processo ou a
aplicacdo de alternativas que protejam a superficie metalica, como a aplicacéo de inibidores de

corrosdo, revestimentos, protecédo catodica e anodica.

3.3.2.4 Métodos de Prevencéo e Controle da Biocorrosao

Considerando que a corrosdo é um processo nocivo para qualquer sistema, e envolve
um alto custo com manutencéo, é necessario a adocao de medidas de prevencéo e controle dos
processos corrosivos. Essas medidas podem envolver a aplicacdo de biocidas, que eliminem ou
controlem a populagcdo microbiana no fluido do processo, ou de compostos quimicos e/ou

técnicas eletroquimicas que polarizem a superficie metélica, protegendo-a (GENTIL, 2012).

Em relacdo aos biocidas, os principais compostos usados sdo o gluteraldeido, sais
quaternarios de amonio e THPS (Tetrakis-Hydroxymethyl-Phosphonium), pois apresentam alta
eficiéncia no controle de bactérias redutoras de sulfato, produtoras de &cido e heterotroficas
aerdbicas. E, ainda apresentam estabilidade em relacdo a variacdo de temperatura, boa

compatibilidade com os fluidos de processo e baixo impacto ambiental (DOW, 2010).

Apesar de o uso de biocidas controlar a populagdo microbiana, ¢ comum a associagao
com alternativas como inibidores de corrosdo, revestimentos e técnicas eletroquimicas que

protegem a superficie metélica de ataques corrosivos.
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Os inibidores de corroséo, genericamente, podem ser classificados quanto a sua
composicdo em organicos ou inorganicos, e em relacdo ao seu comportamento eles podem ser
anodicos, catddicos, de adsorcao, oxidantes e ndo oxidantes, que serdo melhor descritos no Item
2.10 (ROBERGE, 1999; VIDELA, 2003; GENTIL, 2012).

De acordo com 0 projeto e o sistema a ser protegido, a aplicagdo de inibidores de
corrosao se torna inviavel, assim as alternativas mais usadas séo a aplicacdo de revestimentos
que podem ser metalicos, ndo metalicos inorganicos e metalicos organicos. E, a escolha do

melhor revestimento vai considerar o custo do investimento e a logistica da sua implementacéo.

Outra alternativa muito eficiente no controle da corrosdo é a protecdo catddica, que
induz a formag&o de uma pilha de modo que a superficie metalica do sistema assume a fungédo
de catodo nédo sofrendo o ataque das reacdes de corrosdo (ROBERGE, 1999; GENTIL, 2012).

Embora existam diversas alternativas para evitar a corrosao, € comum a associagao
dessas técnicas de modo a aumentar a protecao do sistema de interesse e ainda reduzir os custos
de projeto para essa protecdo. Sendo assim, € muito comum a associacdo de biocidas e

inibidores de corrosédo a aplicagdo de revestimentos e a protecédo catddica.

3.4 BIOCIDAS COMERCIAIS

O termo biocida se refere a qualquer composto ou processo quimico, fisico ou bioldgico
cujo objetivo seja a eliminagdo organismos vivos, sejam eles espécies animais, vegetais ou
microbianas (FALKIEWICZ-DULIK, JANDA e WYPYCH, 2015).

A escolha de um biocida requer uma analise prévia considerando a eficiéncia do composto
sobre a populagdo microbiana alvo, a relacdo custo beneficio da sua aplica¢do, 0 impacto
ambiental provocado e a compatibilidade e estabilidade do composto as condi¢fes do sistema
em que ele serd empregado (RIBEIRO e SIMOES, 2018).

Os biocidas sdo usados em diversos setores, principalmente, aqueles em que envolvem
transporte de fluidos, no intuito de evitar a formacao de biofilmes e, consequentemente, a
biocorroséo (ZHU, 2007; KHARILAS et al., 2015). Todavia, seu uso deve ser controlado de
modo que provoque 0 minimo impacto ambiental possivel e previna a disseminacdo de

microrganismos resistentes no meio ambiente (ECHA, 2017).

Nas Ultimas décadas, diversos compostos quimicos bioativos foram desenvolvidos para a

desinfeccdo, esterilizacdo e prevencdo, como sais quaternarios de amonio, compostos

Nome para citagdo: Guedes, D


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9781895198874500050#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9781895198874500050#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9781895198874500050#!

35
CAPITULO Il — Revis&o Bibliografica

alcodlicos, fendlicos ou a base de halogénios, antibidticos e peréxidos. Os principais biocidas
usados atualmente sdo descritos no Quadro 4 (KHARILAS et al., 2015).

Quadro 4 — Descric¢ao dos principais biocidas em uso atualmente
Nome Estrutura Quimica Férmula Quimica Mecanls~mo de
Acéo
- O\
Acido peracético \ﬂ/ OH C;H403 Oxidante
(0]
Br
Bronopol HO/.\'/\OH C3HeBrNO4 Eletrofilico
NG -
0~ 0
DBNPA S 0
(Dibromonitrilo- N~ %LNH' CsH2Br2N.O Eletrofilico
. . 2
propionamida) Br” "Br
Hipoclorito de Sédio Na‘ cl—O0~ NaClO Oxidante
R
. - s
Sais quateirn_arlos de R—N—R" x- Variavel Litico
amonio |
R"
THPS Ho . FOH | A8/
; 2 s -
(Sulfato tetrakis j &% [(HOCH,)4P] 2S04 Eletrofilico
hidroximetil fosfnio) HO™ OH J, ]
TTPC el
(Cloreto tributil tetradecil ‘/V\/W\’j Ca26HssPCl Litico
fosfonio) _5 =]

Fonte: DOW, 2010; SILVA, 2012; KHARILAS, 2015.

Apesar dos antibioticos apresentarem atividade biocida o seu uso € desaconselhavel,
de modo a prevenir a disseminacéo de espécies patogénicas e oportunistas multirresistentes
no meio ambiente. Além disso, em geral, esses farmacos apresentam um mecanismo de agao
especifico na inibicdo de algum ponto do metabolismo celular, enquanto que o desejavel é

que o biocida apresente amplo espectro de acdo (RUSSELL, 2003).

Os biocidas citados no Quadro 4 apresentam boa eficiéncia no controle populacional,
compatibilidade e estabilidade a uma ampla gama de condigdes ambientais e caracteristicas

do fluido do sistema e baixo impacto ambiental (DOW, 2010).Apesar desses compostos
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apresentarem boa eficiéncia, o biocida s6 € efetivo se a molécula conseguir atingir e
interagir com o microrganismo, seja atuando na sua superficie ou em seu interior. De um
modo geral, o biocida pode agir nos componentes celulares externos, na membrana

citoplasmatica ou nas estruturas e organelas citoplasmaticas (MAILLARD, 2002).

Os biocidas com mecanismo de acdo litico, normalmente sdo surfactantes anfifilicos
(caracteristicas polares e apolares) que agem na dissolu¢do da membrana celular,
rompendo-a, como é o caso dos sais quaternarios de aménio (MAILLARD, 2002;
KHARILAS et al., 2015).

Por outro lado, os biocidas com atividade eletrofilica sdo constituidos por grupos
funcionais reativos com grupamentos doadores de elétrons como é o caso de radicais a base
de enxofre (-SH) e nitrogénio (-NH) presentes nas proteinas que compdem a membrana
citoplasmatica e a parede celular (MAILLARD, 2002; KHARILAS et al., 2015). Como
pode ser observado no Quadro 4, a maior parte dos biocidas de uso industrial apresentam
esse mecanismo de acdo (KHARILAS et al., 2015).

E, por fim, ha os biocidas com acdo oxidante, sendo seu principal representante 0s
derivados do cloro, que penetram com facilidade na célula e atuam interferindo nas reacfes
metabolicas inviabilizando o seu funcionamento e levando a morte da célula (MAILLARD,
2002; KARSA; ASHWORTH, 2002; KHARILAS et al., 2015).

3.5 INIBIDORES DE CORROSAO COMERCIAIS

Segundo Gentil (2012), um inibidor de corrosdo é uma substancia ou um conjunto de
substancias que, em uma determinada concentragdo, reduzem ou eliminam a corrosdo. O uso
de inibidores de corrosdo ¢ um dos métodos mais importantes de prevencao e controle da
biocorrosdo (SASTRI, 1998). Contudo, para sua aplicacdo deve avaliar a relacdo custo-
beneficio baseando-se na origem da corrosdo no sistema, no custo da sua utilizacdo, nas suas
propriedades e mecanismos e nas condi¢Oes adequadas de aplicacdo e controle desse inibidor
(ASH; ASH, 2011; GENTIL, 2012).

Os inibidores podem ser classificados quanto a sua composi¢cdo em organicos e
inorganicos, e quanto ao seu comportamento em oxidantes e ndo oxidantes, e quanto a sua
composi¢do em anddicos, catddicos e de adsorcdo (ROBERGE, 1999; GENTIL, 2012). No
Quadro 5 séo sumarizados os principais biocidas em uso atualmente, bem como sua composi¢ao

guimica e 0 comportamento.
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Quadro 5 — Descricdo dos principais inibidores de corrosdo em uso atualmente

Tipo de inibidor Nome For,mL_JIa Estrutura Quimica Comportamento
Quimica
L 4 Nitrito de _N__ Na* .
Anddico sédio NaNO; 0% "0 Oxidante
AT IS
Polifosfatos Variavel O— L’—O }I’—O 1"’-0'
0 o |0
Catodico ’ Nao-Oxidante
Sulfato de O5.-0<
> 1S ~ - -
2inco ZnS04 07>~ 0 /n
Amino 2
trimetileno ” CHy;—BOE),
De adsorcéo acido N(CH2PO3H,)s | mo—s—ca,—i N&o-Oxidante
fosfonico it CHy—FOE),
(ATMP)

Fonte: ASH; ASH, 2011; REVIE, 2011; GENTIL, 2012.

Os inibidores anddicos agem reprimindo as reagdes anodicas. Em geral, sua atividade
envolve a reacdo do inibidor com o ion metalico produzido pela corrosdo formando 6xidos
insollveis que adsorvem a superficie metalica formando um filme protetor uniforme e insoltvel
que cessa 0 processo corrosivo. No entanto, a aplicacdo de inibidores anddicos deve ser feita
com cautela, pois o0 uso de uma concentracdo menor que a efetiva ndo serd suficiente para a
formacdo de um filme uniforme, e intensificara a corrosdo (ROBERGE, 1999; ASH; ASH,
2011; GENTIL, 2012;). Em geral, os compostos mais usados com atividade sobre as reacoes
anddicas sdo hidréxidos, que oxidam o metal formando os éxidos insollveis e produzindo ions
OH'. Os inibidores anddicos mais eficientes sdo a base de cromatos, mas por questdes
ambientais o seu uso foi restringido. Em sistemas de refrigeracdo, tém-se optado pelo uso de
molibidatos e nitrito de sédio (REVIE, 2011; GENTIL, 2012).

Em contrapartida, os inibidores catddicos agem na repressdo das reacOes catddicas.
Normalmente sdo compostos por ions que reagem com a hidroxila presente no catodo,
formando hidréxidos insoltveis que adsorvem na superficie impedindo a difusdo de oxigénio e

a conducéo de elétrons. Os inibidores mais usados em sistemas de resfriamento atualmente sdo
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os polifosfatos, que tem seu efeito potencializado quando combinado a sais de zinco. O
inconveniente da sua aplicacdo é a formacao de incrustacdes em ambientes alcalinos, e também
funcionarem como fonte de fésforo para microrganismos, principalmente algas (ASH; ASH,
2011; REVIE, 2011; GENTIL, 2012).

Hé ainda inibidores de corrosdo mistos ou de adsor¢do, que aderem a superficie metalica
tanto do anodo quanto do catodo protegendo-os (REVIE, 2011). Geralmente, os representantes
dessa classe de inibidores sdo compostos organicos que contém grupamentos fortemente

polares (GENTIL, 2012), como é o exemplo ATMP, apresentado no Quadro 5.

Como j& dito anteriormente, a escolha do inibidor de corroséo deve ser feita baseada em
Varios critérios como: custo, compatibilidade com as condicGes operacionais e eficiéncia do
tratamento. Dessa forma, é possivel a associacdo de mais de um inibidor de modo a proteger o
sistema de problemas de corrosdo. Em campo, o tratamento contra a corrosdo envolve 0 uso
continuo de inibidores de corrosdo e biocidas. E, eventualmente, sdo feitos tratamentos de
choque com compostos diferentes do usados continuamente de modo a cobrir qualquer falha

ou risco de corrosdo no sistema, com ou sem interferéncia de microrganismos.

3.6 PRODUTOS NATURAIS BIOATIVOS

A diversidade metabodlica dos organismos na natureza foi desenvolvida pela pressao da
evolucdo natural das espécies. Tal fato resultou numa ampla gama de vias de sintese de uma
infinidade de metabdlitos primarios e secundarios com as mais variadas estruturas, composi¢ao
e funcionalidades (TRINGALI, 2012). Dessa forma, a natureza nos fornece uma fonte
inesgotavel de possibilidades de pesquisa sobre as possiveis aplicacfes dos produtos de origem
bioldgica, seja ela vegetal ou microbiana. Uma série de medicamentos usados atualmente s&o
de origem biologica, sendo a morfina (alcaloide extraido da espécie de papoula Papaver
somniferum) e a penicilina (antibidtico produzido por fungos do género Penicillium) os
exemplos mais classicos (DEWICK, 2009; TRINGALLI, 2012).

As pesquisas em torno dos produtos naturais sdo mais voltadas para a aplicacdo na saude
humana. Contudo, ha um grande interesse no estudo do potencial biotecnoldgico de espécies
vegetais e seus derivados para aplicacdo industrial, em especial como agentes antimicrobianos,
uma vez que a versatilidade metabodlica, a mutacdo e a transferéncias de materiais genéticos
entre espécies microbianas, tém aumentado a resisténcia dos microrganismos ao tratamento

com os antimicrobianos existentes (RUSSEL, 2003).
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Diversos produtos naturais de origem vegetal jA foram descritos pela sua atividade
antimicrobiana, entretanto o foco dos estudos disponiveis na literatura é a sua aplicacdo sobre
espécies patogénicas (AHMED et al., 2016). Dessa maneira ndo é possivel afirmar se extratos
vegetais e seus componentes atuam sobre 0s grupos microbianos de interesse na corroséo,
exceto espécies do género Pseudomonas que sdo patdgenos humanos e ja foram avaliadas
guanto a susceptibilidade aos produtos naturais (SRINIVASAN et al., 2001; MOTHANA,;
LINDEQUIST, 2005; VUUREN, 2008; PEREIRA et al., 2014; ALGHOONEH et al., 2015;
LU et al., 2015; AGYARE et al., 2016; AHMED et al., 2016; MAMBE et al., 2016).

Nenhum dos extratos ja avaliados quanto ao seu efeito biocida sdo aplicados em escala
industrial, apesar de apresentam grande potencial. Contudo, para uma possivel aplicacdo em
campo € desejavel que seus compostos bioativos sejam isolados e possam ser sintetizados
guimicamente de modo que a sua producéo nao envolva plantio e manutencéo de lavouras, por
se tratar de um processo mais oneroso e suscetivel a fatores climaticos (CESPEDES et al., 2013;
AHMED et al., 2016). Além da avaliacdo de extratos vegetais como biocidas, muitos ja foram
avaliados quanto ao potencial como inibidor de corrosao, apresentando resultados promissores
(ABDEL-GABER et al., 2011; SASTRI, 2011; HAMDAMI et al., 2015; HU et al., 2015).

A busca de novos compostos para aplicacdo industrial no controle e prevencdo da
corrosao, com ou sem a participacdo bioldgica, faz parte, principalmente do conceito atual de
quimica verde. No qual, o intuito é desenvolver o conceito de sustentabilidade e preocupacédo
com o0 meio ambiente, gerando o minimo de impacto possivel. Portanto, as pesquisas por
produtos naturais com propriedades de interesse comercial sdo uma possivel alternativa para a

substituicdo de produtos nocivos ao meio ambiente.

Nome para citagdo: Guedes, D



40
CAPITULO V — Material e Métodos

4. MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram testadas as proantocianidinas extraidas da fibra do coco como
biocida e inibidor de corrosao verdes. Entretanto, antes de estudar seu potencial biotecnologico
foi necesséaria a verificacdo da sua toxicidade ao meio ambiente. Assim, a seguir serdo
apresentados os procedimentos para obtencdo do material vegetal, bem como a extracdo e
quantificacdo das proantocianidinas. Também, serdo descritos os materiais e metodologias para
0 estudo da ecotoxicidade, do efeito biocida e da acdo na inibicdo da corrosdo das

proantocianidinas extraidas da fibra do coco.

4.1 MATERIAL VEGETAL
4.1.1 Coleta e Identificacdo

As fibras de coco (Cocos nucifera L.) foram obtidas a partir dos frutos coletados no
campo experimental da Embrapa na cidade de Itaporanga da Ajuda (Sergipe, Brasil). O material
vegetal foi identificado pelo Dr° Benedito Calheiros Dias, vinculado ao Centro de Pesquisas do

Cacau (Bahia, Brasil) onde a exsicata? foi depositada com o cédigo CPC:2190.

4.1.2 Preparo do Extrato Aquoso

O extrato aquoso do material vegetal foi realizado por infusdo, imergindo as fibras do
coco em agua a 70°C por 3 horas. Apos o resfriamento, o extrato foi filtrado e liofilizado. De
acordo com a necessidade para uso nos experimentos, o material liofilizado foi ressupendido
em agua destilada, esterilizado por filtracdo em membrana (poro de 0,22 um) e armazenado a -

20+2°C até o momento de uso.

4.1.3 Caracterizacdo Quimica da Fibra do Coco

A etapa de extracdo e caracterizacdo das proantocianidinas da fibra do coco foi
desenvolvida pelo Dr° Gabriel Rocha Martins, no Laboratério de Anélise Fitoquimica, do
Instituto de Pesquisa de Produtos Naturais, da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(MARTINS, 2016).

2Exsicata ¢ uma palavra originaria do latim que significa restos ressecados. Segundo a Botanica, ela pode ser
definida como um fragmento ou exemplar vegetal que é prensado, ressecado e conservado em um herbario
contendo a descrigdo das suas caracteristicas e os dados da coleta.
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4.1.4 Quantificagao das Proantocianidinas

As proantocianidinas em solucdo (Item 4.1.3) foram quantificadas por metodologia
colorimétrica descrita por Porter, Hrstich e Chan (1986). A metodologia se baseia na reacédo
que ocorre entre as proantocianidinas com as soluc¢des de butanol-HCI (95:5, v/v) e sulfato
férrico amoniacal-HCI (2% de sulfato férrico amoniacal em HCI 2N), que, quando aquecidas
(100+3°C por 60 minutos), formam complexos de coloracdo avermelhada. Apds o resfriamento,
em temperatura ambiente, foi medida a absorbancia no comprimento de onda de 550 nm em
espectrofotdbmetro (Hach, modelo DR5000). Essa metodologia é capaz de quantificar até 20 g/L
de proantocianidinas em solugdo, em casos de concentragdo superior deve-se realizar diluicdo
utilizando solucéo de acetona 70% (v/v). Essa metodologia foi utilizada para a construcao de
uma curva padréo relacionando a concentracdo de proantocianidinas em solugdo com o valor

de absorbancia.

4.2 AVALIACAO DA ECOTOXICIDADE

A toxicidade do extrato de proantocianidinas foi avaliada pelos testes de germinagéo de
sementes e alongamento das raizes utilizando sementes de alface da espécie Lactuca sativa L
(MORALES, 2004). A escolha desse vegetal foi baseada na sua susceptibilidade a qualidade
da agua, ao seu facil manuseio e rapidez de germinacédo, conforme reportado pelo autor.

As solucOes a serem testadas para avaliar a ecotoxicidade séo preparadas em condigcOes
assépticas em cabine de seguranca biologica, utilizando como base uma solucdo contendo os
micronutrientes necessarios para a germinacdo das sementes (Quadro 6).

O preparo das solugdes de proantocianidinas extraidas da fibra do coco foi feito por
diluicdes seriadas na proporc¢do de 1:2, utilizando solu¢do de micronutrientes (Quadro 6) de
modo que obtivéssemos solucdes testes com concentracdes finais entre 1 e 0,125¢g/L. Além das
solucdes teste foram conduzidos ensaios controle positivo, contendo apenas a solucdo de
micronutrientes, e negativo, no qual foi acrescentado a solucdo de micronutrientes 5 g/L de
cloreto de zinco (ZnCl>), pois nessa concentragdo o zinco é toxico as espécies vegetais levando
a inibicdo da germinacdo de sementes (MORALES, 2004).

Apbs o preparo das solucdes, foi realizada a desinfecgio® das sementes com imersdo em

solucédo de hipoclorito a 2% por 15 minutos. Apos a desinfeccao, as sementes foram lavadas

3E comum que as sementes distribuidas comercialmente apresentem contaminagdo por fungos, que quando
encontram condicdes favoraveis se desenvolvem e inibem a germinagdo das sementes. Assim, é de suma
importéncia o processo de desinfeccdo das sementes antes da realizagdo do teste.
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duas vezes com &gua destilada estéril para remover qualquer residuo de hipoclorito que pudesse

interferir no ensaio.

Quadro 6 — Composicao da solugdo de micronutrientes para 0s ensaios
de ecotoxicidade

Reagente Quantidade
Agua deionizada 20 L
MgSO4 249
NaHCOs 3,849
KClI 0,16 g
CaS04+2H,0* 2449

Fonte: MORALES, 2004.

*A quantidade de CaSO4+2H0 deve ser diluida em 1 L de 4gua desmineralizada,
enquanto que os demais sais devem ser diluidos nos outros 19 L. Uma vez
dissolvidos, os dois volumes podem ser misturados.

Para cada ensaio, 20 sementes de Lactuca sativa L foram distribuidas, com auxilio de
pinca estéril, na superficie do papel de filtro que recobria o fundo de placas de Petri previamente
esterilizada, e, em seguida, 4 mL de solucdo (teste ou controle) foram gotejados sobre o papel
de filtro. As placas de Petri foram fechadas, vedadas com filme plastico e incubadas a 22+2°C,
e armazenadas sem exposi¢do a luminosidade, por 5 dias.

Apos a incubacéo, foram avaliados o percentual de germinacao de sementes empregando
a equacao 1, comparando o numero de sementes germinadas no ensaio controle (sem adicédo de
proantocianidinas, apenas solu¢do de micronutrientes) com os testes. Foram consideradas
sementes germinadas todas aquelas que apresentaram o rompimento da casca e formacgéo de

hipocotilo e radicula (Figura 17) independente do seu comprimento.

%GS = (Z7) * 100 Equagdo 1

Onde, %GS — Percentual de Germinacdo de Sementes; GT — NUmero de Sementes Germinadas no
Teste; GC - Numero de Sementes Germinadas no Controle.

Apos a verificacdo da germinacdo das sementes, foi realizada a medida do crescimento
das raizes com o auxilio de uma régua, considerando o tamanho da raiz a distancia entre a base

dos cotilédones até o final da radicula, conforme ilustrado na Figura 17.
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Fonte: MORALES, 2004.
Figura 17 — llustracdo da medicéo das raizes (em mm), considerando desde o inicio dos cotilédones até

a extremidade da radicula.

Uma vez que as medidas foram concluidas, a média aritmética do comprimento de todas
as raizes germinadas no controle positivo e nos testes foram aplicados na equacdo 2 para a

determinacdo do percentual de crescimento das raizes (MORALES, 2004).

%CR = (%) * 100 Equacéo 2

Onde, %CR - percentual de crescimento das raizes. CRT — Crescimento das Raizes nos Testes (média);
CRC - Crescimento das Raizes no Controle (média).

Os testes foram realizados em triplicata para a determinacdo do erro experimental e

validacdo das informag6es produzidas.

4.3 AVALIACAO DO EFEITO BIOCIDA DAS PROANTOCIANIDINAS

A aplicacdo de biocidas € feita em diversos ramos da industria e, obrigatoriamente, o
composto ou a combinacdo de compostos em questdo deve ter efeito sobre as principais espécies
ou populagdes microbianas que podem estar presentes e interferir nos processos industriais. Em
relacdo a industria do petroleo, as principais populacdes microbianas envolvidas sdo bactérias
heterotroficas, principalmente, as produtoras de exopolissacarideos, as ferrobactérias e
bactérias redutoras de sulfato, pois estdo intimamente relacionadas a processos de corrosdo
(ARAUJO, 2013).

Assim, inicialmente, a partir de uma amostra de &gua de torre de resfriamento foram

isoladas e identificadas as espécies e populacdes microbianas a serem aplicadas nos ensaios
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para avaliar o potencial biocida das proantocianidinas extraidas da fibra do coco atraves da

determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI).

4.3.1 Amostra de Agua de Torre de Resfriamento

A amostra de agua utilizada para a obtencdo dos microrganismos de interesse na
biocorrosdo foi obtida a partir da torre de resfriamento de uma refinaria com histérico de
problemas com biocorrosdo. No Quadro 7 sdo apresentadas as analises realizadas na agua para

a caracterizagdo quimica, fisico-quimica e microbioldgica.

Quadro 7 — Andlises e metodologias aplicadas para a caracteriza¢ao do fluido de processo
Analises Metodologias

Turbidez; pH; Nitrogénio; Aluminio; Cloreto; Dureza | Metodologias  descritas  pelo
Total; Ferro; Condutividade; Sulfato; Fluor; CI2; | Standard  Methods  for  the
Oxigénio Dissolvido; Demanda quimica de oxigénio | Examination of Water and
(DQO); Demanda bioquimica de oxigénio (DBO) Wastewater

Carbono total; Carbono

inorganico

Carbono orgéanico total;

Analisador de Carbono
(Shimadzu TOC — VCPn)

Quantificacdo microbiana de bactérias heterotroficas
totais cultivaveis, oxidantes de ferro e redutoras de

NUmero Mais Provavel (NMP)

sulfato

A caracterizag¢do quimica e fisico-quimica, apresentadas no Quadro 7, foram realizadas
utilizando metodologias paddres em colabora¢do com o Laboratério de Tecnologia Ambiental-
LTA, vinculado ao departamento de Engenharia Bioquimica da Escola de Quimica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro; e com o Laboratorio de Controle de Qualidade da
Estacdo de Tratamento de Aguas da unidade Laranjal da Companhia Estadual de Aguas e
Esgotos do Rio de Janeiro (CEDAE).

Enquanto que a caracterizacdo microbioldgica foi realizada no Laboratorio de
Biodegradacdo, Biocorrosdo e Biossintese, vinculado ao departamento de Engenharia
Bioquimica da Escola de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro pela técnica do

NUmero Mais Provavel.

4.3.2 Isolamento e Identificacdo de Microrganismos de Interesse na Biocorrosao

A partir da amostra de agua foram isolados e identificados microrganismos relacionados

com processos corrosivos como, por exemplo, bactérias heterotroficas totais, em especial
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espécies do género Pseudomonas (descritas pelo seu papel na producdo de exopolissacarideos
e formacdo de biofilmes), ferrobactérias e bactérias redutoras de sulfato (BRS) (LIENGEN et
al., 2014).

A obtencéo desses microrganismos/populacdes microbianas de interesse ocorreu a partir
da concentracao/enriquecimento da amostra de agua utilizando solucdes diluentes e meios de
cultura correspondentes a popula¢do microbiana alvo, como é apresentado no Quadro 8. Para
tanto, a agua foi recebida em bombona, com capacidade para 40 L. Logo ap0s o recebimento,
a amostra foi devidamente homogeneizada e foram feitas 3 amostragens de 200 mL. Cada
amostra foi filtrada em membrana com poro de 0,22 um para reter 0s microrganismos e,

consequentemente, concentrar a amostra.

Quadro 8 — Solucgdes diluentes e meios de cultura utilizados para o isolamento e
manutengdo dos microrganismos

Grupo microbiano Solucgéo diluente Meio de cultura
Bactérias Heterotréficas cultivaveis Caldo nutriente
Solucéo fisiologica
Ferrobactérias cultivaveis Citrato ferrico amoniacal
Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) Solucéo redutora Postgate E modificado

Fonte: ARAUJO, 2015.

O procedimento de concentracdo/enriquecimento e isolamento seguiram o fluxograma
apresentado na Figura 18.

Sob condicBes assépticas em cabine de seguranga bioldgica, as membranas foram
removidas do aparato de filtragdo, transferidas para placas de Petri estéreis, raspadas e rinsadas
com 10 mL de solucéo diluente, a suspensdo celular obtida foi transferida para frascos contendo
90 mL de meio de cultura (Quadro 8).

Em relacdo ao cultivo de BRS, a suspensdo celular obtida com o uso da solugéo redutora
foi inoculada em Postgate E modificado e incubada a 35°+2°C por 28 dias, quando se
considerou como positivo frascos enegrecidos caracteristicos da producao de sulfeto de ferro
pelas bactérias redutoras de sulfato (BRS). Para essa populacdo microbiana preferiu-se
trabalhar com consorcio microbiano pela sua representatividade em relacdo as condicGes

ambientais e a dificuldade de manutencgéo de culturas isoladas.
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Agua de sistema
de resfriamento

ANAEROBIOS | g AEROBIOS
200 il 200 ml 200 ml
Filtracdo Filtracdo Filtracdo
Lavagem da — Lavagem da — Lavagem da
membrana com 9:mi "-@‘ membranacom9 ml  \——= ( membrana com 9 ml
solucdo salina % solugdo salina —— solucdo salina
N

Frasco de penicilina \\ Erlenmeyer com 90 mL

com 90 mL Postgate E de caldo nutriente \I
modificado —_— /
37°C por 28 dias 37°C por 24 horasem
agitacdo da 150 RPM
E
/ : ¢ » m
— 37°C por 24 horas

Consorcio de BRS

Isolamento e identificacdo
da espécie predominante

Erlenmeyercom 90 mL de
caldo citrato férrico amoniacal

37°C por 48 horasem
agitacdo da 150 RPM

37°C por 48 horas

Isolamento e identificacdo
da espécie predominante

Figura 18 — Procedimento de concentragdo/enriquecimento dos grupos bacterianos de interesse e

isolamento das espécies predominantes de bactérias heterotréficas e oxidantes de ferro.
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Paralelamente, as suspensdes celulares obtidas com solucdo salina foram inoculadas em
frascos contendo caldo nutriente e caldo citrato férrico amoniacal e incubadas sob agitacdo de
150 rpm a 35°+2°C por 24 e 48 horas, respectivamente. Em seguida, foi realizado o isolamento
em meio sélido (de mesma composicdo, mas acrescido de 3% de agar) e as culturas foram
repicadas por esgotamento para a obtencdo de colbnias isoladas. As culturas puras foram

identificadas por método fenotipico e genotipico, descritos a seguir.

4.3.2.1 Identificacdo fenotipica dos microrganismos

A identificacdo fenotipica dos isolados foi realizada no aparelho VITEK® 2 SYSTEM
(Biomérieux), no laboratério de Microbiologia do Hospital Universitario Antdnio Pedro
(HUAP), vinculado a Universidade Federal Fluminense (UFF) seguindo metodologia descrita
por Miller e Pincus (2006).

4.3.2.2 Identificagdo genotipica dos microrganismos

As cepas isoladas tiveram seu DNA extraido e purificado com os kits comerciais MOBio
PowerMicrobial® Maxi DNA Isolation e MOBio UltraClean® Microbial DNA Isolation,
respectivamente. Apdés a purificacéo, as concentracdes do DNA obtido foram determinadas por
espectrofotometria no aparelho Nanodrop Espectrophotometer, modelo ND-1000.

Em seguida, um fragmento do DNA foi amplificado pela técnica de PCR (polymerase
chain reaction) usando os primers Sadir (foward: 5-AGAGTTTGATCATGGCTCAGA-3) e
S17 (reverse: 5- GTTACCTTGTTACGACTT-3’ (ALTSCHUL et al., 1990) e o termociclador
PCR System 9700, da Applied Biosystems.

Uma vez concluida a reagdo, o produto gerado foi visualizado por eletroforese em gel de
agarose (1%, m/v), purificado com o kit comercial MOBio Ultra Clean™ Purification, e
quantificado por espectrometria no aparelho Nanodrop Espectrophotometer, modelo ND-1000.
Ap0s obter a concentracdo e qualidade necessaria, os produtos de PCR foram submetidos ao
sequenciamento, na Universidade de Sdo Paulo (USP), pelo método de Sanger, no equipamento
ABI PRISM® 3100 GeneticAnalyzer/HITACHI. As sequéncias foram obtidas pelo tratamento
dos dados recebidos com os softwares Chromas Lite e Bioedit permitindo a sua comparacao

com os dados disponiveis no GeneBank e, entdo, a identificacdo das culturas microbianas.
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4.3.3 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)

A concentracdo minima inibitoria (CMI) foi determinada pelas técnicas de micro e
macrodiluicdo seguindo o protocolo descrito pelo Clinical & Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2018). Atécnica de microdiluicdo foi aplicada para a determinagdo da CMI das espécies
microbianas predominantes isoladas a partir do caldo nutriente e do citrato férrico amoniacal.
No entanto, a técnica de macrodiluicdo foi feita adaptagdo pela substituicdo do meio Muller-
Hinton pelo Postgate E modificado, uma vez que as BRS néo seriam capazes de se desenvolver

no meio de cultura indicado na metodologia.

4.4 ATIVIDADE DAS PROANTOCIANIDINAS COMO INBIBIDOR DE CORROSAO

Os processos corrosivos sofrem interferéncia de diversos fatores como, por exemplo, a
liga metalica, o eletrolito e as condi¢cbes ambientais que o material é exposto (TALBOT e
TALBOT, 2018). Portanto, serdo descritos a seguir o eletrolito, os corpos de prova, as células
de ensaio e as analises eletroquimicas realizadas nos ensaios para avaliar a interferéncia das

proantocianidinas na corrosao.

4.4.1 Fluido de Processo

Para a realizacdo dos ensaios foi utilizada uma solugdo sintética como eletrdlito,
simulando a composi¢do de um fluido de sistema de resfriamento considerado como corrosivo.
Essa solucdo era composta de 500 mg/L de cloreto (829 mg/L de NaCl), 150 mg/L de sulfato
(222 mg/L de Na2SO4) e 150 mg/L de carbonato de calcio (CaCOsz) (ELSAYED e ELSHAZLY,
2016; MENDES et al., 2017). O ajuste do pH dependeu da condic¢do de ensaio com aplicagédo
de solugbes de &cido cloridrico (HCI) 0,5M ou hidroxido de sodio (NaOH) 40% (m/v).

4.4.2 Corpos de Prova

O material metalico escolhido para o desenvolvimento deste trabalho foi o0 ago carbono
AISI 1020, pois apresenta excelente custo-beneficio e € amplamente usado nos mais diversos
ramos industriais (FREITAS et al., 2016). Para as analises eletroquimicas foram utilizados
corpos de prova de 2 cm x 2 cm x 0,3 cm (altura x largura x espessura) conectados a um fio de
cobre e embutidos em resina, deixando uma area exposta de aproximadamente 2 cm?, conforme

ilustrado na Figura 19.
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Figura 19 — Corpos de prova de Ago Carbono AISI 1020 utilizado nos ensaios.

Um dos corpos de prova foi utilizado para a caracteriza¢do quimica do aco e, com base
na sua caracterizacdo, confirmar a sua classificagdo como ago carbono AISI 1020. Essa
caracterizacdo foi feita pela da técnica de espectroscopia de energia dispersiva de raios X

(EDS), cujo resultado é apresentado no Quadro 9.

Quadro 9 — Composi¢do do Ago Carbono AISI 1020 utilizado nos ensaios
Elemento C P Si Mo Mn Fe
% em massa 0,20 0,01 0,09 0,01 0,45 99,25

Com base na composi¢ao quimica, o material metalico usado para a confec¢do dos corpos
de prova utilizados nesse estudo pode ser classificado como acgo carbono AISI 1020,
confirmando a classificacéo prévia do fornecedor (CALLISTER e RETHWISCH, 2016).

Antes da utilizagdo nos ensaios, os corpos de prova foram polidos com lixas de diferentes
granulometrias (80, 120, 220, 320, 400, 500 e 600), lavados com &gua destilada,
desengordurados com etanol P.A. e secos com jatos de ar quente. Esse procedimento visa

homogeneizar a rugosidade e ativar a superficie metalica.

4.4.3 Aparato Experimental para Realizacdo dos Ensaios

Em geral, ensaios de corrosdo sao conduzidos em células eletroquimicas convencionais
de 3 (trés) eletrodos, correspondentes a um eletrodo de trabalho, no qual as andlises
eletroquimicas serdo feitas; um eletrodo de referéncia para a medicdo do potencial
eletroquimico; e, um contra eletrodo feito de material inerte para o fechamento do circuito

elétrico.

Nesse estudo, os corpos de prova de prova de aco carbono AlISI 1020 (Figura 19B) foram
utilizados como eletrodo de trabalho, o eletrodo de calomelano saturado foi aplicado como
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eletrodo de referéncia e o eletrodo de platina foi usado como contra eletrodo. Os trés eletrodos
foram imersos no eletrolito, cuja composicdo variou de acordo com o ensaio, e utilizados para

a obtencao dos dados fornecidos pelas analises eletroquimicas (item 4.4.4).

A Figura 20 ilustra uma célula eletroquimica de 3 eletrodos, mantida sob agitacdo branda
e constante ao longo do tempo de duracgdo do ensaio. Para a realiza¢do dos ensaios adotou-se a

relacdo de 100 mL de eletrolito para cada eletrodo de trabalho.

Eletrodo de Trabalho e o T T Contra Eletrodo de Platina
(Aco carbono AISI 1020)

Eletrodo de Calomelano
Saturado
Agitador magnético

Placa de agitacao

Figura 20 — llustragdo de uma célula eletroquimica convencional de 3 eletrodos utilizada nos ensaios.

Duas células de ensaio distintas foram utilizadas nesse estudo para avaliar o efeito das
proantocianidinas extraidas da fibra de coco como inibidor de corrosdo. Os ensaios preliminares
(item 4.4.6) foram conduzidos em células de vidro com capacidade de 800 mL, enguanto que
0s ensaios para avaliar o efeito da concentragéo, pH e temperatura na inibicédo da corroséo (item

4.4.7), foram realizados em células de vidro com capacidade para 120 mL.

Afim de evitar interferéncias eletromagnéticas que possam influenciar a obtengdo dos
dados, as células eram isoladas em Gaiolas de Faraday* e conectadas a um
Potenciostato/Galvanostato  AUTOLAB PGSTAT302N para a realizacdo das analises

eletroquimicas.

4A gaiola de Faraday é uma cabine que promove uma blindagem eletrostatica, isolando o seu interior de
interferéncias eletromagnéticas externas. Esse experimento foi conduzido por Michael Faraday em 1836 e
demonstrou que uma superficie condutora eletrizada possui um campo elétrico nulo no seu interior, devido a
distribuicdo homogénea das cargas na parte mais externa da superficie condutora (RAMOS, 2016).
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4.4.4 Andlises Eletroquimicas

As analises eletroquimicas sdo ferramentas imprescindiveis na compreensao do processo
de corrosdo. Portanto, por meio dos dados obtidos com o potencial a circuito aberto (OCP, do
inglés Open Circuit Potential), a resisténcia de polarizacdo linear (LPR, do inglés Linear
Polarisation Resistance), as curvas potenciodinamicas e a espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE) foi possivel avaliar a atividade das proantocianidinas extraidas da fibra do

coco como inibidor de corroséao.

4.4.4.1 Potencial a Circuito Aberto (OCP)

O monitoramento dos valores do OCP, permite acompanhar a evolugédo dos processos que
estdo ocorrendo na superficie metalica. Por exemplo, o aumento do potencial indica a formacéo
de filmes protetores, deslocando o potencial do metal para regifes passivacdo conforme pode
ser observado no Diagrama de Pourbaix. Por outro lado, a reducéo do potencial sugere atividade
de corroséo, seja ela localizada ou generalizada (GENTIL, 2012).

O OCP foi determinado pelo uso da célula convencional de 3 eletrodos pela conexdo do
eletrodo de trabalho (ago carbono AISI 1020), contra eletro e o eletrodo de referéncia ao
Potenciostato/Galvanostato AUTOLAB PGSTAT302N. A frequéncia das medidas variou de
acordo com o ensaio realizado e o valor considerado foi o potencial medido apds 1 minuto de

estabilidade da medida.

4.4.4.2 Resisténcia de Polarizacdo Linear (LPR)

A LPR consiste em uma polarizag&o induzida préxima ao potencial de corrosdo, de modo
que foi possivel determinar o potencial (Ecorr), a corrente (icor) 0u densidade de corrente (Jeorr)
e a taxa de corrosdo, bem como a resisténcia de polarizacdo e os coeficientes anddicos e
catodicos (SASTRI, 1998; SASTRI, 2011). Ademais, a partir dos dados de densidade de
corrente de corrosao (Jcorr) a eficiéncia do inibidor de corrosdo foi estimada através da Equacao
3 (SASTRI, 2011).

0 1/
IC (%) = ]“’Tli,w * 100 Equacdo 3

corr

Onde, 1C(%) — Percentual de Inibicdo de Corrosio; ]J2,,, — Densidade de Corrente de Corrosdo sem
Proantocianidinas; J/,,~- Densidade de Corrente de Corrosdo no ensaio.
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Os dados referentes a LPR dos diferentes ensaios foram determinados pelo uso de células
convencionais de 3 eletrodos conectados ao Potenciostato/Galvanostato AUTOLAB
PGSTAT302N, através do software NOVA 2.0, a analise foi feita com variacdo de 20 mV em
torno do potencial de corrosdo, com velocidade de varredura de 0,33 mV/s.

4.4.4.3 Curvas Potenciodindmicas

A variacdo do potencial de um metal pode ser feita pela aplicacdo de fontes externas de
corrente. Com 0 auxilio de um potenciostato, é possivel aplicar um potencial elétrico no metal
e medir a corrente elétrica em resposta a esse estimulo, permitindo a construcdao de curvas
potenciodindmicas compostas pelos ramos catddico e anddico (SASTRI, 1998; SASTRI, 2011).

As curvas potenciodindmicas foram construidas pelo uso de células convencionais de 3
eletrodos conectados ao Potenciostato/Galvanostato AUTOLAB PGSTAT302N, através do
software NOVA 2.0, com a velocidade de varredura de 0,33 mV/s.

4.4.4.4 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE)

A espectroscopia de impedancia eletroquimica é uma técnica ndo estacionaria de grande
relevancia no estudo da corrosdo, fornecendo informacdes sobre os processos envolvidos na
interacdo da superficie metalica com o meio. Todavia, deve ser usada juntamente com outras
técnicas eletroquimicas para sua interpretacdo e analise (CARVALHO, ANDRADE e BUENO,
2006; SASTRI, 2011; PAJKOSSI e JURCZAKOWISK, 2017; SACCO, 2018).

A aplicacdo da espectroscopia de impedancia eletroquimica nos ensaios também foi
realizada usando a célula convencional de 3 eletrodos conectados ao
Potenciostato/Galvanostato AUTOLAB PGSTAT302N, usando o software NOVA 2.0 na faixa

de frequéncia entre 100 KHz e 0,01 Hz, com uma amplitude senoidal de 10 mV.

4.4.5 Ensaio de Avalia¢édo das Proantocianidinas como Inibidor de Corroséo

O potencial de proantocianidinas extraidas da fibra do coco como inibidor de corroséo foi
verificado em um ensaio preliminar utilizando células eletroquimicas de trés eletrodos
conectados ao Potenciostato/Galvanostato AUTOLAB PGSTAT302N.

Esses ensaios foram conduzidos em células de vidro com capacidade de 800 mL,
preenchidas com 500 mL de solu¢do com diferentes concentragdes de proantocianidinas (1 g/L;
0,8 g/L; 0,5 ¢g/L; 0,2 g/L; e 0,1 g/L) diluidas no fluido de processo com ajuste para pH neutro

(7,0£0,2). As células foram incubadas 30+2°C por 72 horas com agitacdo branda e constante.
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Na solucdo, foram imersos 5 corpos de prova de aco carbono AISI 1020 (Figura 19B)
com 1 cm? de area exposta para a obtencdo do OCP, potencial (Ecorr) € densidade de corrente
(Jeorr) de corrosdo, impedéancia, taxa de corrosdo (estimada pela resisténcia de polarizagédo
linear) e curvas de polarizagdo, no momento seguinte a imersdo e, posteriormente, a cada 24
horas. A concentracdo das proantocianidinas extraidas da fibra do coco foi avaliada ao longo
das 72 horas seguindo a metodologia descrita no item 4.1.4.

Concomitantemente, foi conduzido um ensaio controle contendo apenas o fluido de
processo com ajuste para pH neutro (7,0+0,2) seguindo o mesmo procedimento e analises

realizadas nos ensaios teste.

4.4.6 Avaliagdo da Concentracdo de Proantocianidinas, pH e Temperatura na Inibicdo da

Corrosao

Os sistemas em que é feita a aplicacdo de inibidores de corrosdao apresentam variacoes,
principalmente, em relacdo a faixa de pH e temperatura (MENDES et al., 2017). Sendo assim,
elaborou-se uma matriz de planejamento fatorial completo com 2 niveis e 3 fatores, cuja matriz
é apresentada no Quadro 10, de modo que seja possivel compreender a interferéncia da
temperatura, do pH e da concentragdo de proantocianidinas no fluido de processo sobre a
inibicdo da corrosao.

Assim como o ensaio preliminar (item 4.4.6), as condi¢Ges delineadas no Planejamento
Experimental foram conduzidas em células eletroquimicas de trés eletrodos. Entretanto, as
condicBes descritas no Quadro 10 foram reproduzidas em células de vidro com capacidade de
120 mL, preenchidas com 100 mL de solucdo e incubadas, de acordo com a condicdo, por 24
horas.

Em cada condicéo, foi imerso 1 corpo de prova de ago carbono AlISI 1020 (Figura 19B)
para a obtencédo do potencial (Ecorr) € corrente (icorr) de corroséo, impedancia, taxa de corrosao
(estimada pela resisténcia de polarizagdo linear) e curvas de polariza¢do, no momento seguinte
aimersdo e apds 24 horas®. Concomitantemente a realizacio das condi¢des delineadas na matriz
do planejamento, foram conduzidos ensaios controles (sem adi¢do de proantocianidinas) de
modo que fosse possivel o célculo do percentual de inibi¢do, aplicando a Equacdo 3 (ltem
5.4.4.2).

SConsiderando que a polarizacdo para a construgdo das curvas potenciodinamicas é uma metodologia destrutiva,
a obtencao dos dados referente aos diferentes tempos foi feita com pela substituicdo dos eletrodos ap6s a obtencéo
dos resultados no tempo zero.
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Quadro 10 — Matriz do planejamento fatorial completo 23 23 para avaliagdo da
interferéncia do pH, temperatura e concentracdo de proantocianidinas na
inibicdo do aco carbono AISI 1020 em 24 horas de imerséo em solugdo sintética

de sistema de refrigeracdo

. Temperatura Concentracdo
Ensaio pH C) (/L)

1 6 30 0,1

2 8 30 0,1

3 6 80 0,1

4 8 80 0,1
5 6 30 1
6 8 30 1
7 6 80 1
8 8 80 1

Ponto Central (Triplicata) 7 55 0,5
Controle 1 6 30 -
Controle 2 6 80 -
Controle 3 8 30 -
Controle 4 8 80 -
Controle 5 7 55 -

4.4.6.1 Andlise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados do planejamento fatorial foram realizadas pelo

software Design Expert 7.0 considerando a taxa de corrosdo (mm/ano), a resisténcia de corrosao

(Q) e a eficiéncia do inibidor como variaveis de resposta para analisar a influéncia do pH,

temperatura (°C) e concentracdo de proantocianidinas na inibicdo da corrosao do aco carbono

AISI 1020.

Nome para citagdo: Guedes, D



55
CAPITULO VI — Resultados e Discussdo

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse capitulo sdo apresentados os dados referentes as analises quimicas das
proantocianidinas extraidas da fibra da casca do coco verde in natura (Cocos nucifera L.) e a
quantificacdo desses compostos polifendlicos no extrato aquoso. Na sequéncia, as
proantocianidinas da fibra do coco séo avaliadas quanto a sua ecotoxicidade, bem como a sua

possivel aplicacdo como biocida e inibidor de corrosao.

5.1 CARACTERIZACAO E QUANTIFICACAO DAS PROANTOCIANIDINAS

O extrato aquoso de proantocianidinas da fibra do coco, obtido por infuséo, foi liofilizado
e apresentou rendimento de 10,9+1,3 g de proantocianidinas/100 g de fibra de coco
(MARTINS, 2016). O rendimento obtido indica que 0 coco ndo esta entre as espécies vegetais
com o maior teor de proantocianidinas, como, por exemplo, as espécies Schinopsis balansae
(quebracho), Schinopsis lorentzii (quebracho colorado), Acacia mearnsii (acacia-negra),
Anadenanthera macrocarpa (angico-vermelho) e Halimium halimifolium (sargaga) que
possuem um conteudo de proantocianidinas superior a 20% (HEMINGWAY e LAKS, 1992;
MANFROI et al., 2009; VENTER et al., 2012a; VENTER et al., 2012b; BRIGIDA e ROSA,
2003; REBAYA et al.,, 2014; WURGER, MCGAW e ELLOF, 2014; BHAGWAT e
HAYTOWITZ, 2015).

Contudo, considerando o montante disponivel para a extracdo de proantocianidinas, as
fibras do coco tornam-se uma alternativa interessante. Afinal, a industria de alimentos, bebidas
e cosmeticos utiliza apenas parte do fruto, referente a agua, polpa e 6leo (RODRIGUES,
MARTINS e BARROS, 2018), gerando mais de 2,5 milhdes de toneladas de casca e fibra com
potencial biotecnolégico (FAOSTAT, 2015), inclusive para a extracdo de proantocianidinas.
Portanto, é mais vidvel a extracdo de proantocianidinas a partir das fibras de coco, que séo
residuos, do que a partir da derrubada de arvores, como ocorre, por exemplo, em relacéo as

espécies S. balansae, S. lorentzii e A. mearnsii.

A presenca de proantocianidinas nos tecidos vegetais tem funcdo de protecdo contra
pragas e infeccBes, pela sua atividade antioxidante, antimicrobiana e inseticida (QUEIROZ,
MORAIS e NASCIMENTO, 2002; DIXON, XIE e SHARMA, 2005; HE et al., 2008; PARK
et al., 2011). Entretanto, o teor e a composi¢do de proantocianidinas em uma especie vegetal
pode ser afetado pelas condigdes ambientais e nutricionais de cultivo (WEIDNER et al., 2013;
CARPENTER et al., 2014).
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A caracterizacdo das proantocianidinas presentes na fibra do coco, feita por cromatografia
liquida de alta performance (HPLC, do inglés, high performance liquid chromatography),
indicou a presenca compostos fendlicos monomeéricos (catequina e epicatequina), oligoméricos

(dimeros e trimeros) e poliméricos (com diferentes graus de polimerizacdo) (MARTINS, 2016).

Uma das metodologias mais comuns para a quantificacdo de proantocianidinas em
solucdo é descrita por Porter, Hrstich e Chan (1986). E, se baseia na hidrélise dos anéis fendlicos
dessas moléculas em solucdes aquosas acidas, formando o cation flavilico que assume
coloragdo avermelhada (MARCO, POPPI e SCARMINIO, 2008). Logo, as diferengas na
composi¢do quimica ndo impedem a utilizacdo dessa metodologia para a quantificagdo de
proantocianidinas em diferentes materiais vegetais (BEECHER, 2004; SUN e SPRANGER,
2005; SHOJI et al., 2006; NOLLET e TOLDRA, 2012; SHAY, TROFYMOW e
CONSTABEL, 2017).

Assim, para estimar a concentracdo de proantocianidinas em solucdo utilizou-se um
extrato comercial para a constru¢do de uma curva-padrdo. Para tanto, utilizou-se como padréo
um extrato aquoso de Schinopsis lorentzii, liofilizado, popularmente conhecido como
quebracho, cuja composicdo € quase que na totalidade (>95%) de proantocianidinas
(HEMINGWAY e LAKS, 1992; MANFROI et al., 2009; VENTER et al., 2012a; VENTER et
al., 2012b).

A curva padrao foi construida utilizando concentragc6es variando entre 0,02 a 10 g/, cujos
resultados permitiram a geracdo de um modelo matematico confidvel e representativo, com um
valor de R? de 0,9792, para o célculo da concentragdo de proantocianidinas presentes em

solucédo (Equacéo 4).
y = 3,1334x — 0,3271 Equacéo 4

Onde, y — Concentracdo de proantocianidinas; x — absorbancia medida em espectrofotdmetro.

A aplicabilidade do modelo matematico gerado foi feita a partir do uso das absorbancias
obtidas na determinacéo de diferentes concentracGes de proantocianidinas extraidas da fibra do
coco em solucgdes aquosas pela técnica descrita por Porter, Hrstich e Chan (1986). Assim como
na curva padrdo, as concentragdes de proantocianidinas extraidas da fibra do coco testadas
variaram de 0,02 a 10 g/L.

Contudo, apenas as absorbancias obtidas entre as concentracdes de 0,1 e 10 g/L tiveram

valores validos estimados pela aplicacdo do modelo gerado na curva feita com o padrédo
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comercial. Portanto, apesar da confiabilidade e representatividade do modelo, a sua aplicacdo
fica restrita a concentracGes na faixa entre 0,1 e 10 g/L, que ainda assim atende as concentracdes

utilizadas nos testes realizados nesse estudo.

Vale ressaltar que a quantificacdo de solucdes aquosas de proantocianidinas em
concentracBes superiores a 2 g/L devem ser diluidas, pois geram valores de absorbancia
superiores ao limite de linearidade em que a Lei de Lambert-Beer é valida (SWINEHART,
1962).

5.2 AVALIACAO DA ECOTOXICIDADE DE PROANTOCIANIDINAS

A avaliacdo da toxicidade € uma etapa crucial em estudos de bioprospeccdo, pois um
composto que apresente efeitos negativos ao meio ambiente tém a sua aplicacdo pratica
inviabilizada. A ecotoxicidade pode ser avaliada através de varios testes, utilizando diferentes
metodologias e organismos (JONG et al., 2009; GADE et al., 2012; BOUR et al., 2015;
SCHIWY et al., 2016; SPASIANO et al., 2016; KOBETICOVA e CERN, 2017;
VIJAYAKUMAR e VASEEHARAN, 2018; XIAO et al., 2018; ZHANG et al., 2018). A
escolha da melhor metodologia para determinar a toxicidade varia, principalmente, com a

aplicacdo de interesse do composto avaliado (DUAN et al., 2018).

Testes baseados na germinacédo de sementes sdo amplamente utilizados na avaliacéo de
compostos com potencial aplicagdo em meios aquosos, pois apresenta grande sensibilidade,
além da rapida e facil execucdo (LUO et al., 2018). Dessa forma, como biocidas e inibidores
de corrosdo sao aplicados periodicamente em fluidos industriais para o controle microbiolégico
e prevencgéo de corrosdo (TROVATI, 2004; CHEIS, 2014), o teste de germinagdo de sementes
foi escolhido para avaliar a toxicidade das proantocianidinas extraidas da fibra do coco.

A Figura 21 apresenta os registros fotograficos do ensaio de ecotoxicidade por
germinacao de sementes de Lactuca sativa (alface) em 5 dias de incubacdo. Na figura podem
ser observadas as imagens dos controles positivo (Figura 21A) e negativo (Figura 21B), e dos
testes com concentragOes de proantocianidinas variando de 0,12 a 1 g/L (Figuras 3C, 3D, 3E e
3F).

A coloracdo marrom observada nos testes com proantocianidinas (Figuras 3C, 3D, 3E e
3F) se deve a coloracao do extrato de proantocianidinas extraidas da fibra do coco, que se torna

menos intensa com a dilui¢do do extrato.
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Como pode ser observado na Figura 21 houve germinagdo das sementes em todos 0s
testes com proantocianidinas e no controle positivo. A inibicdo da germinacdo no controle
negativo se deve a adicao de cloreto de zinco numa concentracdo toxica aos vegetais, com 0
intuito de inibir a germinagéo das sementes (MORALES, 2004).

Figura 21 — Ensaio de ecotoxicidade por germinacdo das sementes de Lactuca sativa L em 5 dias de
incubag&o nos controles positivo (A) e negativo (B) e em diferentes concentragfes e proantocianidinas:
(©)1g/L,(D)05¢g/L, (E)0,25¢g/Le (F) 0,12 g/L.

A interpretacdo da ecotoxicidade foi realizada pela comparacdo entre o nimero de
sementes germinadas no controle positivo e nos testes aplicando a Equacdo 1 (Item 5.2). O
ensaio de ecotoxicidade pela germinacdo de sementes foi conduzido em triplicata e na Tabela

1 sdo apresentados os valores médios e seus respectivos desvios-padrdes.

Nos ensaios com diferentes concentra¢fes de proantocianidinas foi observado entre 13 e
14 sementes germinadas. Sendo que os testes utilizando as concentra¢des mais altas (1 e 0,5
g/L), a média de sementes germinadas foi de 13 unidades, enquanto que nas concentragdes mais
baixas (0,25 e 0,12 g/L), a média de sementes germinadas foi igual a observada no controle
positivo. Em termos percentuais, a germinacdo de sementes foi superior a 90% independente
da concentracdo de proantocianidinas testada.
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Tabela 1 — Teste de germinacdo de sementes de Lactuca sativa L para diferentes
concentracdes de proantocianidinas extraidas da fibra do coco

Germinacao de sementes

Ensaio
NUmero de sementes  Percentual de sementes
germinadas germinadas?
Controle Positivo 14+1 -
Controle Negativo 0 -
1 g/L de proantocianidinas 13+1 93+8,5
0,5 g/L de proantocianidinas 13+1 9316,2
0,25 g/L de proantocianidinas 14+1 100+£3,6
0,12 g/L de proantocianidinas 14+1 100£3,6

4Resultado da aplicacdo da Equacéo 1

Considerando o desvio padrdo, cujos valores se mantiveram abaixo de 10%, ndo ha
diferenca significativa entre os valores observados nas diferentes concentracbes de
proantocianidinas. Portanto, nas concentracdes de proantocianidinas 0,12 a 1g/L, o efeito

negativo na germinacdo de sementes pode ser considerado desprezivel.

Além da determinacdo do percentual de sementes germinadas, foi feita a medicéo do
tamanho das raizes para a avaliar o efeito das proantocianidinas no desenvolvimento das
sementes. A medicao das raizes, foi feita com o auxilio de pincas para prender as extremidades

e minimizar erros de medicao pela curvatura da raiz, utilizando régua graduada em milimetros.

A interpretacdo da ecotoxicidade utilizando sementes deve ser feita em conjunto do
percentual de germinacdo de sementes e do alongamento de raizes. Afinal, o efeito negativo do
composto avaliado pode ndo ser observado na germinacdo das sementes, mas sim no seu
desenvolvimento e, consequentemente, na reducdo do tamanho de suas raizes (LI et al., 2016;
BELLINO et al., 2018).

A interpretacéo de efeito negativo para a germinagéo de sementes apresenta discrepancias
entre os valores minimos definidos para considera-lo significativo. Contudo, de um modo geral,
resultados acima de 80% sdo aceitos para inferir que 0 composto analisado ndo apresente efeito
toxico na germinacdo das sementes. Em contrapartida, em relacdo a reducdo no tamanho das
raizes, qualquer reducgdo estatisticamente representativa deve ser considerada como um efeito
negativo (RATTE, HAMMERS-WIRTZ e CLEUVERS, 2003).
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Os dados relativos as medigdes das raizes de sementes de alface (Lactuca sativa L) nos
testes e controles sdo apresentados na Tabela 2. E not6rio a variacdo do tamanho das sementes
tanto no controle positivo quanto nos testes, por conta dos altos valores de desvio padrao.
Avaliando os valores médios do tamanho das raizes, tém-se que houve maior desenvolvimento
nos testes com adi¢cdo de proantocianidinas extraidas da fibra do coco, independente da sua
concentracdo. Aplicando a Equacdo 2 pode-se perceber ainda mais que o percentual de
alongamento das raizes aumenta juntamente com aumento na concentracdo de

proantocianidinas (Tabela 2).

Tabela 2 — Teste de alongamento das raizes de Lactuca sativa L para diferentes
concentracdes de proantocianidinas extraidas da fibra do coco

Crescimento das raizes

Ensaio
Tamanho (mm)  Percentual de alongamento?®

Controle Positivo 25,2+11,9 -

Controle Negativo 0 -
1 g/L de proantocianidinas 38,1+7,1 151+18
0,5 g/L de proantocianidinas 36,0+£7,3 142420
0,25 g/L de proantocianidinas 34,9+£10,1 138+29
0,12 g/L de proantocianidinas 33,9194 134+28

aResultado da aplicagdo da Equacéo 2

A avaliacdo da ecotoxicidade das proantocianidinas nao foi referenciada previamente.
Porém, comparativamente, pode-se relacionar sua toxicidade com a observada no &cido tanico®,
que ndo apresenta efeito toxico, porém pode sofrer complexacdo com metais pesados formando
complexos toxicos ao ambiente (SANTOS et al., 2013; ROCHA et al., 2017). Os resultados
obtidos nesse estudo, indicam que as proantocianidinas, assim como o &cido tanico, na auséncia

de metais pesados, ndo apresenta efeito negativo.

A toxicidade baixa ou inexistente de compostos para uso em larga escala é fundamental
para garantir a sua aplicacéo e ndo comprometer os ecossistemas naturais. Os resultados obtidos

nesse estudo estdo em consonancia com dados da literatura a baixa ou nula toxicidade de

5Composto fendlico, mas, diferentemente, das proantocianidinas é hidrolisavel.
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extratos de produtos naturais (CORBEL et al.,, 2015; VIJAYAKUMAR et al., 2017,
VIJAYAKUMAR e VASEEHARAN, 2018; XIAO et al., 2018).

Ademais, os resultados da ecotoxicidade apresentados ratificam a possibilidade do uso da
proantocianidinas em estudos de bioprospeccdo a fim de garantir a promocao de danos com a
sua liberacdo no ambiente (QUEIROZ, MORAIS e NASCIMENTO, 2002; DIXON, XIE e
SHARMA, 2005; HE et al., 2008; PARK et al., 2011; CHAI et al., 2017; CHAI et al., 2018).

5.3 CARACTERIZACAO DA AGUA DE SISTEMA DE REFRIGERACAO

Sistemas de refrigeracdo sdo comuns em diversos setores industriais, inclusive a industria
petrolifera. A manutencdo desses sistemas requer um controle eficiente das condicdes fisico-
quimicas e microbiol6gicas, pois ha o risco de formacao de biofilmes e incrustacdes que podem
levar a obstrucdes das estruturas e, consequentemente, o interrompimento das atividades
industriais. para evitar problemas no funcionamento do setor industrial. Por isso, na maioria
das vezes é feita aplicacdo de biocidas e inibidores de corrosdo de forma continua ou
intermitente (TROVATI, 2004; CHEIS, 2014; PAYET-BURIN et al., 2018).

Nesse estudo utilizou-se uma amostra de agua de sistema de refrigeracao de uma refinaria
com histérico de biocorrosdo para o isolamento dos microrganismos de interesse, observar 0s
valores dos fatores fisico-quimicos capazes de estimular/intensificar processos corrosivos e
definir a formulagdo da agua sintética de sistema de refrigeracdo usada nos ensaios que
avaliaram o potencial das proantocianidinas como inibidor de corrosdo. Os dados dessa

caracterizacdo sdo apresentados na Tabela 3.

Em relacdo a corroséo eletroquimica, dos fatores fisico-quimicos apresentados na Tabela
3, 0s que apresentam maior influéncia na corroséo séo as concentragdes de cloreto, sulfato e
carbonato (representado pelo valor da dureza) em solucdo. Os ions cloreto sdo importantes
agentes na estimulacdo ou intensificacdo de processos corrosivos, principalmente, pela
formacdo de acidos que reduzem o pH do meio favorecendo a dissolugcdo metalica. Ademais,
essas moléculas formam compostos insollveis que se depositam e podem levar a corrosdo pela

formacéo de pilhas de concentracdo ou por aeracdo diferencial (GENTIL, 2012).

Analisando a Tabela 3, nota-se que as concentracGes de cloreto, sulfato e carbonato
(referente ao parametro de dureza) estdo bem acima da sugerida para os padrdes de agua
potéavel, que sdo de até 300 mg/L, 250 mg/L e 0,3 mg/L, respectivamente (EPA, 2001; BRASIL,
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2017), o que a define com grande potencial corrosivo ao ago carbono (MCNEILL e

EDWARDS, 2001).

Tabela 3 — Caracterizacgdo fisico-quimica e microbiologia de amostra de agua de
sistema de refrigeracdo de refinaria com historico de biocorroséo

Analise Resultado
Turbidez 1,74+0,2 uT
Alcalinidade 32012 mg/L
Aluminio 0,06+0,01 mg/L
Cloreto 930£43 mg/L

Dureza Total
Nitrogénio
Ferro
Sélidos Totais em Suspensdo
Condutividade
Sulfato
Flaor
Cl,

Oxigénio Dissolvido

Demanda quimica de oxigénio (DQO)

Demanda bioquimica de oxigénio (DBO)

Carbono Total
Carbono Inorganico
Carbono Organico Total

pH

Bactérias Heterotroficas Totais Cultivaveis

Ferrobactérias Cultivaveis

Bactérias Redutoras de Sulfato

540+8,2 mg/L
0,82+0,05 mg/L
2042+88 mg/L
2,43+0,07 mS/cm
400+27 mg/L
0,83+0,09 mg/L
<0,2%0,02 mg/L
5,25+0,09 mg/L
146+13 mg/L
1612121 mg/L
72,1+3,9 mg/L
19,1+0,7 mg/L
52,4+0,9 mg/L
6,2+0,2
1,1 x 105 NMP/mL
7,5 x 10° NMP/mL
<102 NMP/mL

Além disso, a concentracdo de matéria organica e oxigénio dissolvido favorece o

desenvolvimento microbiano na fase planctonica e, consequentemente, aumentam as chances

de formacdo de biofilmes aderidos as superficies internas dos trocadores de calor (DIAS-
SOUZA, SOARES e SANTOS, 2017; NOGARA e ZARROUK, 2018; ZANG et al., 2018).
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Logo, com essas condigbes ambientais favoraveis, a caracterizacdo microbioldgica
mostrou altas quantidades das bactérias aerobicas, na ordem de 10° e 10° NMP/mL para
bactérias heterotroficas totais e ferrobactérias, respectivamente. Possivelmente, a baixa
quantificacdo de BRS (<102 NMP/mL), cuja maior parte das espécies sdo anaerdbias estritas,
se deu pela disponibilidade de oxigénio dissolvido no fluido.

Considerando o teor de cloreto, sulfato e carbonato como 0s principais compostos
quimicos envolvidos nos processos de corrosdo, eles tiveram suas concentracdes definidas para
a formulacdo da agua sintética de sistema de refrigeracdo, usada nos ensaios da avaliacdo das
proantocianidinas como inibidor de corrosdo. A formulacdo da agua sintética foi definida de
modo que fosse considerada corrosiva, mas ndo tdo agressiva quanto a amostra de agua oriunda
da torre de resfriamento da refinaria (Tabela 3) (NGUYEN et al., 2011; NG e LIN, 2016;
YANG et al., 2016).

A composigdo para agua sintética de sistema de refrigeracdo foi definida contendo
concentracOes de cloreto acima da recomendada e de sulfato e carbonato de calcio dentro da
faixa sugerida (EPA, 2001; BRASIL, 2017). Essa formulacdo teve por objetivo associar a
corrosividade da solucéo a acéo do cloreto que reduz o pH da solucdo e estimula a dissolugédo
metélica, e ndo a deposicdo de compostos insoltveis (formados pelo sulfato e carbonato) que
pudessem, inclusive, atrapalhar a compreensédo da interagcdo entre das proantocianidinas com a

superficie metélica.

Como o pH também € um fator que interfere no processo de corrosdo, levando a variacdo
do potencial elétrico, causando a dissolucdo, passivacao ou imunidade da superficie metéalica
(POURBAIX, 1964; TROVATI, 2004; NG e LIN, 2016; PAYET-BURN et al., 2018). E, esse
fator também foi considerado nos ensaios da avaliacdo das proantocianidinas extraidas da fibra

do coco como inibidor de corrosao. Por isso, o pH variou de acordo com a condicao estudada.

A necessidade do tratamento da &gua de sistemas de refrigeracdo com biocidas e
inibidores de corroséo se da pelo préprio funcionamento do sistema, em relacéo a dgua utilizada
no abastecimento do sistema e a evaporagéo de parte do fluido no processo de resfriamento.

A 4gua utilizada na alimentacdo do sistema é proveniente de fontes naturais ou de
sistemas de tratamento e abastecimento de agua. Consequentemente, pode apresentar diferentes
espécies microbianas e carrearp¢ esses microrganismos para o interior dos sistemas (DIAS-
SOUZA, SOARES e SANTOS, 2017; ZANG et al., 2018). O aumento de temperatura do fluido

no processo de resfriamento leva a evaporagdo da agua e, por conseguinte, a concentragédo de
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seus compostos quimicos, principalmente sais, que intensificam as rea¢@es de corrosdo como,
por exemplo, sais de cloreto (NOGARA e ZARROUK, 2018).

5.4 OBTENCAO DOS MICRORGANISMOS DE INTERESSE NA BIOCORROSAO

A caracterizacdo microbioldgica da amostra de agua de sistema de refrigeracdo (Tabela
3) indicou a presenga dos grupos microbianos de interesse para a realiza¢éo desse estudo. Sendo
assim, essas amostras foram concentradas/enriquecidas para o isolamento das espécies
predominantes das heterotroficas totais e ferrobactérias cultivaveis e, para a obtencdo de um
consorcio de BRS.

A Figura 22 ilustra o crescimento dos grupos microbianos nos meios de cultura
especificos (Item 5.3.1), ap0s a concentragcdo da amostra e incubacdo. Em relacdo as BRS
(Figura 22C), ap6s a obtencdo do consércio microbiano, ele foi mantido com repiques
periddicos (a cada 15 dias) até a realizacdo do teste para a determinacdo da concentracéo
minima inibitoria das proantocianidinas. No caso do caldo nutriente com crescimento de
bactérias heterotroficas totais (Figura 22A) e o caldo citrato férrico amoniacal com crescimento
de ferrobacteérias (Figura 22B) foram semeados meios sélidos para a observacéo e selecdo das

espécies predominantes.

Figura 22 — Concentracdo/enriquecimento da amostra de agua de sistema de refrigeracdo de refinaria
com histdrico de biocorrosdo em: (A) crescimento de bactérias heterotroficas totais cultivaveis em caldo
nutriente apds 24 horas de incubagdo; (B) crescimento de ferrobactérias em citrato férrico amoniacal
apos 48 horas de incubacdo; e (C) crescimento de bactérias redutoras de sulfato (BRS) em Postgate E
modificado apds 15 dias de incubacao.
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Apobs o crescimento em meio solido, verificou-se que entre a populacdo de bactérias
heterotréficas havia predominancia de uma mesma coldnia’. Enquanto que entre a populagio
de ferrobactérias duas col6nias com caracteristicas macroscopicas distintas predominavam.
Essas trés coldnias foram avaliadas quanto as suas caracteristicas morfo-tintoriais, pela técnica
de coloragdo de Gram®. Na observagdo microscopica, as trés culturas se apresentaram como

bastonetes Gram-negativos.

Essas coldnias foram entdo repicadas por esgotamento para a obtencao de culturas puras
e submetidas as técnicas fenotipicas e genotipicas de identificagdo, com os resultados
apresentados no Quadro 11. A espécie predominante entre as bactérias heterotroficas foi
identificada por metodologia fenotipica e confirmada por metodologia genotipica. Para as
espécies predominantes de ferrobactérias, uma col6nia foi identificada por metodologia
fenotipica e confirmada pela genotipica, e a outra s0 foi identificada por metodologia

genotipica, ndo sendo possivel chegar ao nivel de espécie.

Quadro 11 — Identificacdo das espécies predominantes entre as populagdes de bactérias
heterotroficas totais e ferrobactérias isoladas de &gua de sistema de refrigeracdo de uma
refinaria com historico de biocorrosdo

Grupo microbiano Identificacdo da espécie predominante

Bactérias heterotréficas totais Pseudomonas aeruginosa

Shewanella sp*

Ferrobactérias - -
Acinetobacter baumanii

*A colbnia bacteriana da espécie de Shewanella sp. foi identificada apenas pela técnica genotipica.

A predominancia de espécie do género Pseudomonas era esperado. Em especial a
Pseudomonas aeruginosa pois sdo bactérias ubiquas e frequentemente isoladas de amostras
clinicas e ambientais, inclusive em amostras de agua de sistema de refrigeracédo (IERVOLINO,
MANCINI e CRISTINO, 2017; PEIX, RAMIREZ-BAHENA e VELAZQUEZ, 2018). O
estabelecimento da P. aeruginosa no interior de sistemas de refrigeracdo se da ao fato da

maioria das suas cepas serem produtoras de exopolissacarideos que favorece a adesdo celular e

"Conjunto de bactérias que se multiplicam a partir da mesma célula, formando uma populagdo de varios individuos
da mesma espécie.

8Técnica de coloragdo desenvolvida pelo médico dinamarqués Hans Christian Joachim Gram, em 1984, que utiliza
como reagentes o cristal-violeta (corante), o lugol (solucéo de iodo), uma solucdo de etanol e acetona (descorante)
e a fucsina (corante). A observacdo microscépica das bactérias submetidas a essa coloragdo diferencia as bactérias
em Gram-positivas quando apresentam cor azul/violeta, coradas pelo cristal violeta; ou, em Gram-negativas
quando apresentam cor rosa/vermelho, coradas pela fucsina.
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formag&o do biofilme, que protegido pela matriz polimérica extracelular dificulta a acdo dos
biocidas usados para o controle microbiolégico em sistemas de refrigeracdo (LIU et al., 2009;
LIU etal., 2011; IERVOLINO, MANCINI e CRISTINO, 2017).

As ferrobactérias também sdo microrganismos considerados potencialmente
“problematicos” em sistemas de refrigeracdo, pela capacidade de precipitar ions ferro (Fe*"),
formando depdsitos que obstruem as tubulages e dificultam o tratamento e funcionamento dos
sistemas de refrigeracdo (LI et al., 2018), conforme ilustrado no item 4.3.1.1.3. Nessa amostra

de agua foram isoladas duas espécies a partir do meio especifico para ferrobactérias.

Diversas espécies do género Shewanella sdo descritas pela capacidade de oxidar Fe?* em
Fe3*, formando os compostos insolliveis que se depositam nas tubulacdes entupindo-as e
intensificando as reacdes de corrosdo (XIAOUI et al., 2012; Ll et al., 2018; XING et al., 2018).

Né&o ha relatos na literatura sobre a participacdo de Acinetobacter baumanii como uma
bactéria oxidante de ferro. Porém, estudos sobre infecgdes humanas por esse microrganismo
indicam a existéncia de um sistema de sequestro e armazenamento de ferro do meio como
mecanismo de viruléncia®. Pois, a reducdo da disponibilidade de ferro no organismo humano
reduz o funcionamento das células de defesa, favorecendo o desenvolvimento da infecgédo
(MORTENSEN e SKAAR, 2013).

Portanto, possivelmente, a predominancia do A. baumanii no citrato férrico amoniacal era
pela disponibilidade de ferro gerado pelo metabolismo das espécies de bactérias oxidantes de
ferro, em particular Shewanella sp. Como A. baumanii ndo é classificado como uma

ferrobacteéria, esta cultura ndo foi considerada para o prosseguimento desse estudo.

Em relacdo as BRS, por serem anaerbias estritas, ou no maximo aerotolerantes, a
deteccdo de espécies isoladas em amostras ambientais é incomum, sendo mais frequente a
observacdo de diferentes de espécies redutoras de sulfato (consorcios), associadas com
bactérias aerobias produtoras de exopolissacarideos e oxidantes de ferro (LIU, YU e LIU, 2015;
DEC et al., 2016; JAVED et al., 2017; MIRAN et al., 2018).

9Mecanismo de viruléncia é o termo usado para se referir aos artificios metabdlicos e genéticos usados pelos
microrganismos para evitar o combate a infeccao pelas células de defesa do hospedeiro.
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5.5 DETERMINACAO DA CMI DAS PROANTOCIANIDINAS

O uso de biocidas, principalmente na area industrial, é a primeira barreira contra a
prevencdo e o controle do desenvolvimento microbiano. A aplicacao de biocidas requer estudos
prévios para o conhecimento das concentracdes efetivas e os mecanismos de acdo para a
eliminagdo dos microrganismos alvo. Quanto menor a concentragdo capaz de exercer essa
funcio melhor a eficiéncia do composto biocida (ASHRAF et al., 2014; RIBEIRO, SIMOES e
SIMOES, 2018).

A disponibilidade de biocidas comerciais é vasta, e pode ter seu principio ativo a base de
diversas moléculas, como, por exemplo, &lcoois, aldeidos, ésteres, halogénios, &cidos organicos
e inorganicos e fendis (ASHRAF et al., 2014). Em especial, os biocidas a base de compostos
fenolicos apresentam alta eficiéncia com poder de desinfeccdo em amplas faixas de temperatura
e pH (KARSA, 2007; FALKIEWICZ-DULIK, JANDA e WYPYCH, 2015; ZHAO e CHEN,
2016).

Nesse estudo foi avaliado o potencial biocida de compostos fenélicos extraidos da fibra
do coco, as proantocianidinas, por meio da determinagdo da concentragdo minima inibitoria
para as espécies de P. aeruginosa e Shewanella sp. e para o consorcio de BRS. Os dados da

CMI das proantocianidinas sao apresentados na Tabela 4 e resultam de triplicatas.

Tabela 4 — Concentragdo minima inibitéria (CMI) das proantocianidinas extraidas da
fibra do coco para as espécies/grupo microbiano de interesse na biocorrosdo

Espécie/Grupo microbiano CMmI
Pseudomonas aeruginosa 30/L
Shewanella sp 39/l
Consorcio de BRS 2g/L

Como pode ser observado na Tabela 4, a concentragdo minima inibitoria para P.
aeruginosa e Shewanella sp. foi de 3 g/L, enquanto que para o consorcio de BRS foi de 2 g/L.
Embora as proantocianidinas extraidas da fibra do coco tenham apresentado concentrac@es de
inibicdo consideradas altas para aplicacdo industrial, esses dados sdo compativeis com 0s

descritos na literatura.

Compostos fenolicos extraidos de diversas espécies vegetais foram avaliados quanto ao

seu potencial biocida para espécies de importancia clinica e ambiental. De modo geral, bactérias
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Gram-positivas sdo mais suscetiveis a acdo desses compostos, principalmente pela menor
complexidade da membrana celular quando comparada as bactérias Gram-negativas (ZARIN
etal., 2016; CARVALHO et al., 2018).

Estudos anteriores relatam a susceptibilidade de espécies do género Pseudomonas as
proantocianidinas. Entretanto, em alguns estudos a concentracdo minima inibitéria ndo foi
definida. Como, por exemplo, o extrato aquoso de compostos fendlicos de leucena (Leucaena
leucocephala) e do algoddo-do-cerrado (Cochlospermum regium) avaliaram a concentracao
méaxima de 0,5 e 1 g/L de proantocianidinas, respectivamente, e ndo foram capazes de inferir
qual a concentragdo minima de proantocianidinas para eliminar toda a populacdo microbiana
do teste (CARVALHO et al., 2018).

Por outro lado, extratos aquosos de compostos fenolicos extraidos de sementes de uva
(Vitis vinifera) e outros residuos de frutas, apresentaram concentracdo minima inibitoria para
espécies do género Pseudomonas variando entre 0,6 e 12 g/L (ADAMEZ et al., 2012;
WIDSTEIN et al., 2014). Permitindo relacionar os menores valores de MIC com os extratos
aquosos de proantocianidinas cuja composicdo possui moléculas com maiores graus de
polimerizacdo (WIDSTEIN et al., 2014). Possivelmente, pela maior resisténcia dessas

moléculas a degradacao, bem como sua atividade mais intensa (SIENIAWSKA e BAJ, 2017).

Widstein et al. (2014) estudaram o potencial biocida de compostos fenolicos extraidos de
Caesalpinia spinosa (falso pau-Brasil), Quercus infectoria (noz-de-galha) e Rhus coriaria
(sumagre) contra diversos microrganismos, inclusive espécies dos géneros Shewanella e
Pseudomonas. A composi¢do quimica dos compostos fenolicos presentes nesses extratos €
semelhante a observada no extrato aquoso de proantocianidinas extraidas da fibra do coco,
apresentando concentracdes minimas inibitérias de aproximadamente 2,5 g/L para Shewanella
putrefaciens e de 4 g/L para Pseudomons fluorescens, que sao préximos aos valores de CMI

descritos na Tabela 4.

Outras espécies do género Shewanella ja foram testadas em relacdo ao efeito biocida de
compostos fendlicos oriundos de material vegetal. Em relagdo ao extrato aquoso da casca de
Terminalia catappa (amendoeira-da-praia), que apresenta teor baixo de proantocianidinas de
aproximadamente 1,4 % (m/v) (MARQUES et al., 2012), nao foi possivel determinar a CMI

sendo o valor superior & maxima concentracao testada, 5g/L (WEBSTER et al., 2017).

Enquanto que, em relagcdo a extratos aquosos de Syzygium australe (jambo) e Syzygium
luehmannii (jambinho-cascata), que apresentam teores de proantocianidinas de 18 e 9 g/L,
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respectivamente, a CMI para diversas espécies do género Shewanella variou entre 0,4 e 3 g/L
(MURHEKAR et al., 2017). O extrato aquoso de S. luehmannii apresenta teor de
proantocianidinas semelhante ao observado na fibra da casca do coco, e apresentou valores de
CMI de 3 g/L para as espécies de Shewanella sp. testadas (MURHEKAR et al., 2017),
demonstrando resultados iguais aos obtidos nesse estudo (Tabela 4).

Em relacdo as bactérias redutoras de sulfato, existem poucos estudos que relacionam
compostos fenolicos com efeito biocida sobre esse grupo microbiano. Todavia, estudos da
década de 1960 (BOOTH, 1960; BOOTH e MERCER, 1964) relacionavam a baixas
concentragfes de proantocianidinas (a partir de 0,1 g/L) com atividade na inibicdo do
metabolismo de Desulphovibrio desulphuricans. Esses dados foram corroborados recentemente
(WHITEHEAD, SPENCE e COTTA, 2013), indicando que concentrac¢des de proantocianidinas
acima de 0,1 g/L reduzem a producdo de gases, como, metano (CHa) e sulfeto de hidrogénio

(H2S) pelas bactérias redutoras de sulfato.

Contudo, analises moleculares do gene dsrA indicam que h4 uma redugdo do metabolismo
celular entre 70 e 90% de acordo com a concentragdo de proantocianidinas, mas ndo ha
eliminacdo das espécies microbianas expostas as proantocianidinas (WHITEHEAD, SPENCE
e COTTA, 2013).

Nesse estudo, para confirmar os valores da concentragdo minima inibitoria em relagdo as
BRS (Tabela 4). Apds o periodo de incubagdo das BRS expostas as diferentes concentracdes
de proantocianidinas, todos os frascos foram repicados para novos frascos de meio Postgate E
modificado sem o biocida para verificar se ainda haviam espécies viaveis. Ja que a literatura
descreve que as proantocianidinas reduzem o metabolismo das BRS, mas néo sdo capazes de

elimina-las.

Desse modo, o valor de CMI encontrado para a proantocianidinas extraidas da fibra do
coco para BRS foi de 2 g/L, que € uma concentracdo 4 vezes maior que a maxima concentracdo
testada nos estudos anteriores (BOOTH, 1960; BOOTH e MERCER, 1964; WHITEHEAD,
SPENCE e COTTA, 2013)

A acdo dos compostos fenolicos extraidos de produtos naturais como biocida podem
apresentar diversos mecanismos de acao (ZHANG et al., 2008; ELIZONDO et al., 2010;
ZARIN etal., 2016; CARVALHO et al., 2018), mas sempre relacionados a inibig¢do de enzimas,
como, por exemplo: (1) inibi¢do de enzimas antioxidantes, que inviabilizam a degradacdo de
radicais livres no interior da célula até niveis tdxicos; e, (2) inibicdo das enzimas que sintetizam

acidos graxos e, consequentemente, impedindo o reparo de danos a membrana celular.
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5.6 AVALIACAO DAS PROANTOCIANIDINAS COMO INBIBIDORES DE CORROSAO

A aplicacdo de inibidores de corrosdo visa proteger as superficies metélicas, seja pela
inibicdo das reacBes anddicas (inibidor anddico) e catddicas (inibidor catodico) dos processos
corrosivos, ou pela formacdo de filmes protetores na superficie metélica (inibidores mistos ou
de adsor¢éo) (GENTIL, 2012). De modo geral, os produtos naturais estudados como inibidores
de corrosdo sdo moléculas organicas que formam filmes protetores na superficie metélica
(SASTRI, 2011), como é o caso das proantocianidinas, que sdo compostos fendlicos

poliméricos.

Inicialmente, foi verificado o efeito das proantocianidinas extraidas da fibra do coco no
potencial de circuito aberto. O corpo de prova de agco carbono AISI 1020 imerso na solugéo de
agua sintética de agua de sistema de refrigeracdo ao longo de 72 horas, apresentou o potencial
médio de circuito aberto variando do valor inicial de -400 mVecs' até o valor final de -720
mVecs. Enquanto que o corpo de prova imerso em solucdo de agua sintética, contendo
diferentes concentragdes de proantocianidinas, apresentou potencial de circuito aberto médio
inicial de -700 mVVECS que se manteve constante até o fim do periodo de imerséo, independente

da concentracdo de proantocianidinas, conforme ilustrado na Figura 23.

A diminuicdo gradativa do potencial de circuito aberto no corpo de prova imerso apenas
na solugdo sintética agua de sistema de refrigeracdo, provavelmente, se deve a formacéo de
produtos de corrosao aderidos na superficie metalica reduzindo a velocidade de corrosdo. Por
outro lado, na presenca das proantocianidinas extraidas da fibra do coco a estabilidade dos
valores de OCP desde o tempo zero séo indicativo da acao protetiva dessas moléculas na
superficie do ago carbono AISI 1020 (SASTRI, 1998; SASTRI, 2011).

Juntamente com o acompanhamento do potencial de circuito aberto, observou-se a
concentracdo das proantocianidinas em solugédo na presenca e na auséncia de corpos de prova
de aco carbono AlSI 1020 ao longo do tempo de imersao. Nas primeiras horas ndo foi observada
reducdo significativa na concentragdo das proantocianidinas em solucdo, porém apos 12 e até
72 horas pode-se observar uma redugéo progressiva na concentragdo de proantocianidinas em
solucdo de 5 a 40%. Essa reducdo progressiva corrobora a hipotese de formacdo de um filme
protetor na superficie metalica, de modo que os compostos fenolicos saem da solucdo e

adsorvem na superficie metéalica.

100s valores de potencial obtidos utilizaram como referéncia um eletrodo de calomelano saturado (ECS).
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Figura 23 — Medicdes do Potencial em Circuito Aberto no controle (sem adicdo de
proantocianidinas) e em diferentes concentrac6es de proantocianidinas em solugéo ao longo de
72 horas de imerséo.

O conhecimento do mecanismo de acdo de um inibidor pode ser verificado pelo perfil
observado na curva potenciodindmica. Afinal, inibidores anddicos e catodicos aumentam e
reduzem o potencial de corrosdo, respectivamente. Enquanto que inibidores de corrosdo de
adsorcéo interferem tanto no ramo anddico e catodico (GENTIL, 2012).

As curvas de polarizacdo de proantocianidinas extraidas da fibra de coco para 0 aco
carbono AISI 1020 ao longo das 72 horas de duragdo do ensaio sdo apresentadas nas Figuras
24, 25, 26, 27 e 28. E possivel observar que nas primeiras horas de imersdo (Figuras 24 e 25),

independente da concentragdo de proantocianidinas, ha reducdo no potencial de corroséo e na
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densidade de corrente em todo o ramo catodico, indicando um perfil de inibidor de corrosao
catédico (SASTRI, 2011; GENTIL, 2012).

A partir das 24 horas de imerséo (Figuras 26, 27 e 28), as curvas de polarizagcdo dos corpos
de prova imersos na auséncia e em diferentes concentracGes de proantocianidinas apresentam
valores e perfis muito semelhantes. Esse mesmo perfil foi observado por Peres, Cassel e
Azambuja (2012) estudando o efeito do extrato aquoso de proantocianidinas extraidas de
acacia-negra (Acacia mearnsii) como inibidor de corrosdo em solucgdes acidas (pH de 2,5 e 6,0)

de sulfato de sédio 0,1 mol/L.

Esse comportamento, pode estar relacionado a reducdo da concentracdo de
proantocianidinas extraidas da fibra do coco em solugdo, reduzindo sua a capacidade de
recompor o filme protetor. Porém, a analise da taxa de corrosao (Quadros 12-16) indica que nos
ensaios com as concentragdes mais altas (0,8 e 1 g/L) a taxa de corrosdo se manteve baixa
mesmo apds as 72 horas de imersdo sem a reposicao da concentracdo de proantocianidinas em

solucgéo.

-400 :
Inicial
=500
., ~B00
S
3]
o
= -T00
- B0
-G
LOOE-09 |.00E-08 L.OOE-O7 1L.OOE-06 1.00E-05 |LOOE-04 [.O0E-03 1.00E-02
Log J (A/em?)
—— Controle 01lgl —02gL 0,53 gL 0.8 gL 1 gL

Figura 24 — Curvas de polarizagdo para ago carbono AISI 1020 imerso em solugdo com diferentes
concentracOes de proantocianidinas logo ap6s a imersao.
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3 horas
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Figura 25 — Curvas de polarizagdo para ago carbono AISI 1020 imerso em solugdo com diferentes
concentracOes de proantocianidinas apds 3 horas de imerséo.
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Figura 26 — Curvas de polarizagdo para ago carbono AISI 1020 imerso em solucdo com diferentes
concentracOes de proantocianidinas ap6s 24 horas de imersao.
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Figura 27 — Curvas de polarizacdo para ago carbono AISI 1020 imerso em solucdo com diferentes
concentragOes de proantocianidinas apds 48 horas de imersao.
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Figura 28 — Curvas de polarizagdo para ago carbono AISI 1020 imerso em solu¢do com diferentes
concentracOes de proantocianidinas ap6s de 72 horas.
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Com excecdo da Figura 24, € possivel perceber que a presenca de proantocianidinas em
solucdo é capaz de reduzir a corrente de corrosdao. Tal observacdo pode ser melhor analisada
nos Quadros 12-16 que apresentam os parametros Tafel, mas nédo foi possivel estabelecer uma
relacéo entre a reducédo na corrente de corrosdo e a taxa de corroséo. Possivelmente, porque nos
ensaios em que a formacéo do filme protetor néo foi eficiente, mesmo com uma menor corrente

de corroséo a taxa de corrosdo foi maior quando comparada com o ensaio controle.

Muito embora as curvas potenciodinamicas das primeiras horas (Figuras 23 e 24)
indiquem que as proantocianidinas sejam inibidores de corrosdo catodicos, as imagens
apresentadas na Figura 29 mostram a formacao de uma pelicula preta/marrom escura aderida
na superficie metélica nas maiores concentracdes testadas (0,8 e 1 g/L), sugerindo que as

proantocianidinas se comportam também como inibidores de adsorcao.

Na Figura 29 é possivel perceber uma evolucdo na formacdo da pelicula preta na
superficie do corpo de prova de aco carbono AISI 1020 de acordo com 0 aumento na
concentracédo de proantocianidinas em solugdo. No controle e nos corpos de prova imersos em
solucBes contendo 0,1 e 0,2 g/L de proantocianidinas nota-se a coloracdo alaranjada de 6xidos
de ferro (formados pela corroséo). Ja na concentracdo de 0,5 g/L de proantocianidinas € possivel
observar uma coloragdo mista entre o preto, referente ao filme protetor, e o alaranjado,
caracteristico dos produtos de corrosdo. Apenas a partir da concentragdo de 0,8 g/L foi possivel

observar apenas a cor preta na superficie metalica.

Compostos fenolicos extraidos de diversas espécies vegetais ja foram avaliados quanto
ao seu potencial anticorrosivo para diferentes ligas metalicas expostas a diversas solugdes
corrosivas, descrevendo a formacdo de uma pelicula protetora (MARTINEZ e STAGLJAR,
2003; RAHIM et al., 2007; TAN e KASSIN, 2011; PERES, CASSEL e AZAMBUJA, 2012;
PERES et al., 2015; SAXENA et al., 2018; ZIMOZINSK et al., 2018).

Essa pelicula escura protetora apresenta coloracdo variavel de acordo com a espécie
vegetal que os compostos fendlicos sdo extraidos, podendo assumir tons de preto (como
observado nesse estudo), azul (proantocianidinas da acacia-negra) e marrom (&cido tanico).
Essa coloracdo € resultante da interacdo entre os compostos fendlicos e os produtos de corrosao,
estabilizando a superficie metalica e reduzindo a taxa de corrosdao (RAHIM et al., 2007; TAN
e KASSIN, 2011; ZIMOZINSK et al., 2018).
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Figura 29 — Representacdo fotografica dos corpos de prova de aco carbono AISI 1020 ap6s 24 horas de
imersdo em diferentes concentragdes de proantocianidinas.

Os parametros eletroquimicos, obtidos pela técnica de resisténcia a polarizacdo linear
(LPR), para o aco carbono AISI 1020 imerso em solucbes de agua sintética de sistema de
refrigeracdo contendo diferentes concentracbes de proantocianidinas por 72 horas séo
apresentados do Quadro 12 ao Quadro 16. Nesses quadros é possivel observar os coeficientes
anodicos (Bansdico) € catddicos (Beatsdico), O potencial (Ecorr) € a densidade de corrente (Jeorr) de
corrosdo, a taxa de corrosao e a resisténcia de polarizagdo do metal que permitem analisar as
reacdes que ocorrem na superficie metalica e verificar o efeito das diferentes concentracdes de

proantocianidinas na corrosao do aco carbono AlSI 1020.

Logo apds a imersdo (Quadro 12) os valores obtidos nos diferentes parametros reduzem
na presenca de proantocianidinas, indicando uma interferéncia no estabelecimento das areas
anodicas e catddicas e, consequentemente, na corrosdo. Isso pode ser observado principalmente,
em relacdo a Jeorr € taxa de corrosdo, onde ha diferencas superiores a uma ordem de grandeza
entre os dados do controle (sem adicdo de proantocianidinas) e dos testes (com diferentes

concentracOes de proantocianidinas).

Apos 3 horas de imersdo (Quadro 13) o perfil dos dados é o inverso, verificando uma taxa
de corrosdo menor na auséncia de proantocianidinas. Possivelmente, as interagdes entre as
proantocianidinas em solucdo e a superficie metalica ndo tiveram tempo suficiente para a
formacéo de uma pelicula eficiente na inibicdo da corrosdao na superficie metalica. Ressalta-se
que essa formacao ineficiente intensifica o processo de corrosdo. Essa observacao é comum em
inibidores de adsorcdo (SASTRI, 2011).

No Quadro 14 estdo dispostos os dados ap6s 24 horas de imersdo. E possivel identificar
o0 estabelecimento de um perfil de protecdo eficiente nas concentracdes de 0,8 e 1 g/L de
proantocianidinas extraidas da fibra do coco. Nas concentragfes mais baixas, possivelmente
ndo h& compostos fendlicos poliméricos em concentracdo suficiente para a formag&o da pelicula
protetora eficiente. Esses dados corroboram que a evolucdo da formagdo de uma pelicula

protetora na superficie metalica, mostrada na Figura 25, é dependente da concentracéo,
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confirmando as informacOes descritas previamente na literatura (RAHIM et al., 2007; TAN e
KASSIN, 2011; ZIMOZINSK et al., 2018).

Quadro 12 — Parametros eletroquimicos do ago carbono AISI 1020 imediatamente ap6s a imersao em
dgua sintética de sistema de refrigeracdo contendo diferentes concentragcbes de proantocianidinas
extraidas da fibra do coco

SNV | Py | P | Eor | dun | 120 | Resinade
(/L) (V/dec) | (VIdec) (mV) (Alem?) (mm/ano) ©)
0 0,068831 | 0,14216 | -738,69 2,0286E-05 0,23572 992,8
0,1 0,012795 | 0,009778 | -666,01 2,0555E-06 0,02388 11711
0,2 0,023122 | 0,0187 -667,68 | 6,7127E-06 0,07801 668,9
0,5 0,020074 | 0,017102 | -669,02 | 6,3746E-06 0,07407 629,2
0,8 0,02824 | 0,022304 | -693,19 | 4,1106E-06 0,04777 1316,6
1 0,02827 | 0,02512 | -675,04 | 5,1651E-06 0,06002 11183

Quadro 13 — Pardmetros eletroquimicos do ago carbono AISI 1020 ap6s 3 horas de imersdo em agua
sintética de sistema de refrigeragdo contendo diferentes concentracfes de proantocianidinas extraidas da
fibra do coco

romociamings | Baote | Paasser | Ea Jeor comects | polarzacie.
QL) (V/dec) | (Videc) | (mV) (Alcm?) (mm/ano) P (Q)‘?
0 0,038681 | 0,032951 | -669,93 | 8,1191E-06 | 0,09434 951,8
0,1 0,051876 | 0,057989 | -728,49 | 1,0756E-05 | 0,12498 1104,5
0,2 0,043828 | 0,047927 | -719,29 | 1,3343E-05 | 0,15504 745,1
0,5 0,059208 | 0,092763 | -728,96 | 1,6909E-05 | 0,19648 928,3
0,8 0,064269 | 0,046708 | -754,24 | 2,0189E-05 |  0,23460 581,9
1 0,074587 | 0,098883 | -746,69 | 2,1007E-05 | 0,24515 875,2

Com 48 horas de imersédo (Quadro 15) nota-se que o perfil de protecdo do metal nas
concentracdes de 0,8 e 1 g/L de proantocianidinas extraidas da fibra do coco se intensifica. Esse
comportamento indica que mesmo com a reducdo de aproximadamente 30% na concentracao
das proantocianidinas em solucéo o filme protetor ainda é capaz de se manter estavel e eficiente.
Contudo, apds 72 horas (Quadro 16) a eficiéncia de protecdo das proantocianidinas extraidas
da fibra do coco comecga a reduzir, possivelmente pela concentragdo insuficiente dessas
moléculas em solucdo para a reposicdo da degradacdo do filme protetor. Possivelmente, a

reposi¢édo do inibidor reestabeleceria seria capaz de restabelecer a capacidade protetora.
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Quadro 14 — Pardmetros eletroquimicos do ago carbono AISI 1020 apds 24 horas de imersdo em agua
sintética de sistema de refrigeracdo contendo diferentes concentragdes de proantocianidinas extraidas da

fibra do coco

SO | s | s | Ewe | o | L | ReEriade
(/L) (V/dec) | (V/dec) (mV) (Alem?) (mm/ano) ©)
0 0,088174 | 0,090935 | -703,96 | 3,0112E-05 0,34990 645,7
0,1 0,026833 | 0,023725 | -738,83 | 6,4404E-06 0,07484 849,1
0,2 0,035901 | 0,03714 | -749,57 1,0737E-05 0,12476 738,4
0,5 0,054192 | 0,062099 | -731,89 2,1678E-05 0,251900 579,7
0,8 0,028879 | 0,034981 | -709,83 | 5,4154E-06 0,062927 1268,7
1 0,038086 | 0,067645 | -760,76 | 7,9117E-06 0,091934 1337,6

Quadro 15 — Pardmetros eletroquimicos do ago carbono AISI 1020 apds 48 horas de imersdo em agua
sintética de sistema de refrigeracdo contendo diferentes concentracdes de proantocianidinas extraidas da

fibra do coco

COMOE | s | fgy | Eon | | JO0% | Reserciade
(/L) (V/dec) | (V/dec) (mV) (Alcm?) (mm/ano) Q)
0 0,054913 | 0,081908 | -708,02 | 1,6628E-05 0,19322 858,6
0,1 0,051596 | 0,087011 | -753,73 | 1,3707E-05 0,15927 1026,2
0,2 0,030722 | 0,025265 | -747,46 | 1,0459E-05 0,12153 575,7
0,5 0,042518 | 0,050309 | -739,54 | 1,6057E-05 0,186580 623,3
0,8 0,023040 | 0,018791 | -651,12 | 2,1523E-06 0,02501 2088,4
1 0,033738 | 0,037098 | -756,99 | 4,3508E-06 0,05056 1763,7

Quadro 16 — Parametros eletroquimicos do ago carbono AISI 1020 apds 72 horas de imersdo em agua
sintética de sistema de refrigeracdo contendo diferentes concentracdes de proantocianidinas extraidas da

fibra do coco

proaniocianaings | Baee | Bawso | Eer | dar | RS0 | RERTRECE

(/L) (V/dec) | (V/dec) (mV) (Alcm?) (mmfano) )

0 0,073932 | 0,10853 | -712,06 3,1387E-05 0,36472 608,5

0,1 0,042612 | 0,048977 | -736,91 1,3841E-05 0,16083 714,9

0,2 0,050043 | 0,1268 -710,62 9,2434E-06 0,10741 1685,9
0,5 0,032930 | 0,02456 | -721,93 1,6603E-05 0,19293 368,1
0,8 0,028835 | 0,01902 | -671,83 5,3131E-06 0,06174 936,8

1 0,024961 | 0,02737 | -749,43 | 6,8776E-06 0,07992 824,4
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A atividade das proantocianidinas como inibidor de corroséo ao longo das 72 horas de
imersdo pode ser analisada na Figura 30, onde sdo plotados os dados da eficiéncia do inibidor

estimado pela Equacédo 3 com os dados da Jcorr.

Logo apds a imersdo, independente da concentragdo de proantocianidinas, foi observado
mais de 60% de eficiéncia na inibicdo da corrosdo. Contudo, as analises eletroquimicas
indicaram que apos 3 horas de imersdo ndo foi observado efeito de inibicdo dos processos
corrosivos (Quadro 13 e Figura 30). Em casos em que ha a aplicacdo de inibidores de corrosédo
de adsorcao € comum essa variacao até a formacdo e estabilizacdo do filme protetor, tanto que
apos 24 horas a eficiéncia do inibidor se antevé acima dos 70% para as concentragdes mais altas
(0,8e1g/L).

Né&o é possivel estabelecer uma comparacdo direta entre os dados obtidos nesse estudo
com os dados referentes na literatura, pois, como ja mencionado, frequentemente os estudos de
moléculas de origem vegetal como inibidor de corrosdo sdo feitos em condicBes de ensaio
acidas e com tempo de imersdo curto. Enquanto nesse estudo priorizamos as condi¢des ideais

de pH para sistemas de refrigeracdo, optando pelo pH neutro.

Entretanto, apesar do pH neutro reduzir a intensidade de interacdo entre as moléculas
organicas e a superficie metalica, os dados referentes as proantocianidinas extraidas da fibra de
COCO conseguem se equipar ou, até mesmo, superar os resultados descritos pela literatura em
condicBes &cidas e curtos tempos de imersdo (MARTINEZ e STANGLIJAR, 2003; RAHIM et
al., 2007; TAN e KASSIM, 2011; TAN, KASSIM e OO, 2012; MUTHUKRISHNAN,
JEYAPRABHA E PRAKASH, 2017; SAXENA, PRASAD e HALDHAR, 2018; SAXENA et
al., 2018).

Como, por exemplo, Martinez e Stanglijar (2003), Rahim et al. (2007) e Tan e Kassim
(2011) que em seus estudos obtiveram percentuais de eficiéncia abaixo dos 70%. Entretanto,
como esses estudos utilizaram tempos e imersédo abaixo de 24 horas, é possivel que, assim como
observamos em relagdo as proantocianidinas extraidas da fibra de coco, ndo houve tempo habil

para a formacdo da pelicula protetora.

No intuito de aumentar a eficiéncia de inibicao é possivel fazer modifica¢Ges estruturais
nas moléculas organicas, conforme descrito por Tan, Kassin e Oo (2012), que apos a
modificacdo de catequinas comerciais extraidas de diversas espécies vegetais, conseguiram

aumentar a eficiéncia da inibi¢&o para 92%.
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Figura 30 — Eficiéncia de diferentes concentracdes de proantocianidinas extraidas da fibra do coco na
inibicdo do ago carbono AISI 1020 ao longo de 72 horas de imers&o.

Vale ainda ressaltar que a eficiéncia dos inibidores de corrosdo é dependente da sua
concentragdo, sendo que tanto o excesso, quanto a falta podem causar transtornos graves e
aumentar expressivamente a velocidade dos processos de corrosdo (SASTRI, 2011). Dessa
maneira, é possivel que estudos com baixos percentuais de protecdo seja pelo uso da
concentracdo inadequada (MARTINEZ e STANGLIJAR, 2003; RAHIM et al., 2007; TAN e
KASSIM, 2011).

Como pode ser observado na Figura 30, as concentragdes inferiores a 0,8 g/L

apresentaram resultados varidveis ao longo do tempo de imersdo, possivelmente pela
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concentracdo de moléculas insuficiente para manter a formacdo de um filme protetor. Esse
comportamento pode ser justificado pelo mecanismo de acdo de moléculas organicas na
inibicdo da corrosédo, que depende de interagcdes quimicas, fisicas e elétricas entre as moléculas
organica e a superficie metalica (MARTINEZ e STAGLIAR, 2003; SAXENA et al., 2018).

Vale ressaltar que essa interacdo entre as moléculas organicas e a superficie metélica
podem variar em funcdo das condi¢Bes ambientais. Afinal, dependendo das demais moléculas
presentes no eletrdlito a interacdo entre o inibidor de corrosao e a superficie metalica pode ser
desfeita (VINUTHA e VENKATESHA, 2016).

Dessa forma, considerando que ha a necessidade de um quantitativo de moléculas
organicas necessario para a interacao do inibidor com a superficie metélica para formar o filme
protetor, e que no eletrolito usado nesse estudo contém ions cloreto, as concentracdes de
proantocianidinas extraidas da fibra do coco abaixo de 0,8 g/L ndo conseguiram formar um
filme protetor ligado por interagBes quimicas, fisicas e elétricas a superficie metalica forte o

suficiente para superar o ataque das espécies quimicas corrosivas.

A anélise da interacdo entre as proantocianidinas extraidas da fibra do coco e a superficie
do ago carbono AISI 1020 pode ser feita pela técnica de espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS). Através da EIS foram gerados os diagramas de Bode, que indicam o0s
fendmenos que ocorrem na superficie metdlica e no seu entorno (PAJKOSSY e
JURCZAKOWSKI, 2017).

Para a interpretacdo dos diagramas é importante ressaltar que a impedancia é a relacao
entre a perturbacéo gerada por um potencial alternado (AE), através da aplicacdo de frequéncias,
que produz em resposta uma corrente alternada (AI). Portanto, a impedancia é inversamente
proporcional ao efeito na corrente e, consequentemente quanto maior a impedancia menor a
susceptibilidade do metal a corrosdo (SASTRI, 2011; FASMIN e SRINIVASAN, 2017).

O diagrama de Bode, além da susceptibilidade do metal a corrosdo, permite conhecer a
resisténcia do circuito elétrico formado na superficie metalica, relacionando as frequéncias
aplicadas a impedancia e aos angulos de fase. Vale salientar que os &ngulos de fase sdo definidos
pela distancia entre a varia¢do do potencial e da corrente, sendo o angulo maximo formado de
90°, nessa situacdo a impedancia é maxima (capacitor ideal) e o sistema é menos suscetivel a
corrosdo (GERENGI, 2018).

A seqguir serdo apresentados os resultados obtidos pela técnica de espectroscopia de
impedancia eletroquimica no controle (sem adi¢do de proantocianidinas) e nos testes (com

diferentes concentracdes de proantocianidinas) por 72 horas de imersao em solucgéo sintética de
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agua de sistema de refrigeracdo. Contudo, € imprescindivel relacionar esses dados aos
parametros eletroquimicos descritos nos Quadros 12 a 16 para a adequada interpretacdo dos
resultados.

A Figura 31 mostra os resultados das diferentes condi¢des experimentais imediatamente
apos a imersao dos corpos de prova. Como pode ser observado, esse interim nédo foi suficiente
para a promocéo de fendmenos suficientes para distinguir de maneira importante as condi¢des
em que ha a presenca de proantocianidinas, uma vez apresentam perfis e valores semelhantes.

Os valores de impedancia na frequéncia mais baixa (0,1 Hz) estdo na faixa entre 800 e
1000 Q, com excegdo da condi¢do em que houve adicdo de 0,1 g/L de proantocianidinas, na
qual esse valor ¢ superior a 1200 Q. Quanto maior o valor de impedancia, maior € o
comportamento capacitivo do circuito elétrico (impedindo a passagem de corrente elétrica) e
consequentemente menor tendéncia a corrosao. Essa informacdo é ratificada no Quadro 12, que
mostra que na presenca de 0,1 g/L de proantocianidinas é encontrada a menor taxa de corrosao
e a maior resisténcia a polarizagéo.

A comparacdo entre as curvas referentes aos angulos de fase na auséncia e na presenca
de diferentes concentragdes de proantocianidinas (Figura 31) mostram que na falta do inibidor
0 pico da curva estd na regido de frequéncias mais baixas indicando que as reacOes
caracteristicas estejam ocorrendo mais proximas a superficie. Enquanto que os picos das curvas
contendo proantocianidinas estdo numa faixa de frequéncias mais alta, sugerindo que as rea¢des
caracteristicas relacionadas a formacéo de filmes ocorrem com afastamento maior da superficie
metélica. Possivelmente, isso esta relacionado as disputas de interacdo com a superficie
metalica entre o inibidor e os demais componentes do eletrdlito.

Porém, os resultados obtidos pela técnica de impedancia aparentemente destoam daqueles
observados no Quadro 12, em que se observa menores taxas de corrosdo na presenca de
proantocianidinas. Tal observacdo pode ser pela acdo das proantocianidinas interferindo nas
reagdes quimicas proximas a superficie metalica relacionadas ao processo de corrosdo
(anddicas e/ou catddicas), mas ainda ndo houve tempo para a formagdo de um filme na
superficie do metal.

Apos 3 horas de imersdo (Figura 32) as curvas apresentaram perfis distintos nas diferentes
condigdes experimentais com reducdo dos médulos de impedancia e angulos de fase. Esses
resultados ratificam a maior susceptibilidade do metal a corrosdo, assim como o aumento da
taxa de corrosdo na presenca de proantocianidinas em solugdo (Quadro 13). Os resultados
referentes a condicao contendo 0,8 g/L de proantocianidinas se destacaram pelo menor modulo

de impedancia e angulo de fase, indicando que nessa condicdo a presenca do inibidor confere
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ao sistema um comportamento mais resistivo e, consequentemente, 0 metal € mais suscetivel a
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Figura 31 — Impedancia eletroquimica representada pelo diagrama de Bode para ago carbono AISI1 1020
imediatamente ap6s imersao em solucdo de agua sintética de sistema de refrigeracdo contendo diferentes
concentracOes de proantocianidinas extraidas da fibra do coco.

De modo geral, apds 3 horas de imersdo a presenca das proantocianidinas em solucéo
aumentaram a susceptibilidade do metal a corrosdo nas primeiras horas de imersdo (Quadro
13). Esse comportamento € considerado normal, pois até a formacao total do filme, a adsorcao
das moléculas no metal promove variacdo de potencial elétrico e, consequentemente, o
estabelecimento de &reas anddicas e catodicas que intensificam as reacdes associadas a corrosao
(SASTRI, 2011).
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Portanto, os mdédulos de impedéancia e angulos de fase mais baixos observados no teste
com adicdo de 0,8 g/L de proantocianidinas devem estar relacionados com a adsor¢do dessas
moléculas no metal, mas ainda ndo houve tempo para a formacao do filme protetor que foi

observado apds 24 hora de imersdo (Quadro 14 e Figura 33).
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Figura 32 — Impedancia eletroquimica representada pelo diagrama de Bode para aco carbono AlISI 1020
apos 3 horas de imersdo em solucdo de agua sintética de sistema de refrigeracdo contendo diferentes
concentracOes de proantocianidinas extraidas da fibra do coco.

Apb6s 24 horas de imersdo percebe-se que as concentracbes de 0,8 e 1 g/L de
proantocianidinas em solucdo mostram comportamento inibitivo melhor. No Quadro 14 esses
testes apresentam baixas taxas de corrosdo e alta resisténcia a polarizacdo, que corroboram as
observac0es feitas na Figura 33. Na qual as curvas referentes aos ensaios contendo 0,8 e 1 g/L

de proantocianidinas em solucéo s&o observados os maiores modulos de impedancia e angulos
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de fase. Nas condi¢cGes com concentracdes inferiores a 0,8 g/L de proantocianidinas os

resultados apresentam o mesmo perfil do controle sem adicéo de inibidor.

A comparacdo entre as curvas referentes aos ensaios com maior concentracédo de inibidor

indica que a condicao contendo 0,8 g/L de proantocianidinas apresenta médulos de impedancia

e angulo de fase menores que a condicdo contendo 1 g/L de proantocianidinas, podendo indicar

que o filme formado nessa concentra¢do de inibidor seria menos “delgado” em funcdo da

localizacdo do pico de angulo de fase.
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Figura 33 — Impedancia eletroquimica representada pelo diagrama de Bode para aco carbono AlISI 1020
apos 24 horas de imersdo em solucdo de agua sintética de sistema de refrigeracdo contendo diferentes

Em contrapartida, o pico da curva referente aos angulos de fase da condicdo contendo 1

g/L de proantocianidinas ap0s 24 horas de imersao € observado em valor de freqiiéncia mais
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alto que o observado na condic¢do contendo 0,8 g/L de proantocianidinas (Figura 33). Além
disso, 0 angulo de fase referente mostra-se maior, o que pode indicar a filmagem da superficie
por uma pelicula ligeiramente mais delgada e menos porosa. De fato, os dados eletroquimicos
de resisténcia a polarizacdo (Quadro 14) corroboram a informacdo da formacdo de um filme
mais espesso na condigdo de 1g/L de proantocianidinas uma vez que nessa condi¢cdo foi

observado o valor mais alto da resisténcia de polarizacéo.

ApoOs 48 horas de imersdo (Figura 34) os dados a condicdo contendo 0,8 g/L de
proantocianidinas aumentou seu valor de impedancia, o que corrobora 0 aumento da resisténcia
a polarizacao observada nessa condi¢do no Quadro 15. Na Figura 34 ainda € possivel observar
que o pico da curva referente aos angulos de fase se encontra na menor faixa de frequéncia,

indicando a proximidade do filme formado pelo inibidor a superficie metélica.

E, considerando os resultados dos parametros eletroquimicos apos 48 horas de imersao
(Quadro 15), pode-se inferir que o filme formado na superficie metélica no ensaio contendo 0,8
g/L é eficiente na protecdo do aco carbono AISI 1020, ja que nessa condicdo foi observado os

menores valores dos coeficientes anddico e catddico e a menor taxa de corrosao.

Muito embora os resultados contendo 1 g/L de proantocianidinas em solucdo apresentem
resultados eficientes na inibicdo da corrosdo, a condicdo contendo de 0,8 g/L de
proantocianidinas extraidas da fibra do coco, apds 48 horas de imersdo, poderia ser considerada
para aplicacdo na inibigdo a corrosdo do aco carbono AISI 1020 em pH neutro (7+0,2) com a

formacéo de um filme com eficiéncia de protecédo superior a 80% (Figura 30).

Na Figura 34 é possivel observar que no teste contendo 0,1 g/L de proantocianidinas o
modulo de impedéancia é proximo daquele observado na condi¢do mais eficiente (0,8 g /L de
proantocianidinas). Ao longo das 48 horas de imersdo, o teste contendo a menor concentragdo
de inibidor testada (0,1 g/L de proantocianidinas) teve sua eficiéncia de inibi¢do variavel em

funcéo do tempo de imersao.

Essa variagdo pode estar relacionada ao fato de ndo haver a concentragdo necessaria para
a formacdo de um filme estavel com capacidade para proteger a superficie metalica, uma vez
gue mesmo com altos valores de resisténcia a polarizacdo, nessa condi¢cdo a taxa de corrosdo
foi proxima aquela observada na auséncia de proantocianidinas (Quadro 15). Nas demais

condigdes o perfil das curvas foi similar na presenca e na auséncia do inibidor.
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Figura 34 — Impedancia eletroquimica representada pelo diagrama de Bode para ago carbono AISI 1020
apos 48 horas de imersdo em solucdo de agua sintética de sistema de refrigeragdo contendo diferentes
concentracOes de proantocianidinas extraidas da fibra do coco.

As curvas obtidas depois de 72 horas de imersdo mostram que a condigdo contendo 0,8
g/L de proantocianidinas reduziu sua atividade como inibidor de corrosdo (Figura 35), como
também pdde ser observado no Quadro 16. Entretanto, mesmo com essa reducédo foi possivel

observar percentual de inibicdo superior a 80% (Figura 30).

A anélise da Figura 35 mostra a condi¢do contendo 1 g/L de proantocianidinas como a
mais eficiente, contudo os pardmetros eletroquimicos (Quadro 16) indicam que o ensaio

contendo 0,8 g/L continua apresentando-se como uma condicdo bem eficiente.

Os resultados da impedancia eletroquimica gerados para diferentes concentraces de

proantocianidinas extraidas da fibra do coco se assemelham a dados de outros estudos em que
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depois do filme formado hd um aumento dos médulos de impedancia e angulos de fase (TAN,
KASSIM e 00, 2012; SAXENA, PRASAD e HALDHAR, 2018; SAXENA et al., 2018).
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Figura 35 — Impedancia eletroquimica representada pelo diagrama de Bode para ago carbono AlISI 1020
apos 72 horas de imersdo em solucdo de agua sintética de sistema de refrigeracdo contendo diferentes
concentracOes de proantocianidinas extraidas da fibra do coco.

A comparacdo dos dados obtidos nesse estudo com os relatados na literatura corrobora a
hip6tese de que a formacdo de uma pelicula protetora na superficie do corpo de prova confere
ao circuito elétrico um carater mais capacitivo. Isso ocorre porque o filme protetor funciona

restringindo a passagem de corrente, levando a desaceleracao das reagcdes de corrosao.

Tal observacdo pode ser ratificada pela observacdo dos coeficientes anddicos e catodicos

(apresentados nos Quadros 12, 13, 14, 15 e 16) que sdo menores que os observados no controle
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nas condi¢cbes de ensaio em que se observa os maiores percentuais de eficiéncia das

proantocianidinas na inibicdo da corrosdo (Figura 30).

Muito embora as proantocianidinas apresentem eficiéncia de inibicdo superior a 70% em
concentra¢Bes acima de 0,8 g/L apds 24 horas de imersdo, € necessaria a compreensdo da
influéncia nas variagdes das condi¢Oes ambientais como pH e temperatura na interacdo entre as

proantocianidinas extraidas da fibra do coco e a superficie do aco carbono AISI 1020.

5.6.1 Avaliacao da influéncia da concentracéo de proantocianidinas, pH e temperatura na

inibicéo da corrosédo em ago carbono AlSI 1020

Em sistemas de refrigeracdo o fluido é submetido a grande variagdo de temperatura, que
consequentemente interfere nos valores de pH. Assim, os compostos utilizados no tratamento
desses sistemas devem ser eficientes e se manterem estaveis nas diferentes condicdes
ambientais do sistema (TROVATI, 2004; CHEIS, 2014).

Deste modo, pesquisas sobre novas moléculas para esse tipo de aplicacdo devem
considerar sua estabilidade nas faixas de condi¢cdes ambientais as quais o processo é submetido.
Segundo dados da literatura, em condi¢bes normais, a agua do sistema de resfriamento
apresenta pH variando de 6 a 8, enquanto a temperatura varia desde a temperatura ambiente até
temperaturas proximas a 100°C (CHEIS, 2014). Porém, por uma questdo de viabilidade

operacional, a temperatura maxima estudada foi de 80 °C.

Conhecer o efeito do pH, temperatura e da concentracdo de proantocianidinas utilizou-se
uma matriz de planejamento fatorial completo utilizando como variaveis de resposta a taxa de
corrosdo, a Jeorr € eficiéncia de inibicdo da corroséo (estimada pela aplicagéo da Equacdo 3). Os
resultados dessas variaveis de resposta ap0s 24 horas de imersdo sdo apresentados na Tabela 5.

O ponto central foi feito em triplicata para o estabelecimento do erro experimental, que
foi extrapolado nos demais resultados apresentados para as demais condi¢des delineadas no

planejamento fatorial.

A andlise dos resultados obtidos nos ensaios controle indicam que a condi¢do com pH
mais baixo (6,0) e temperatura ambiente (30°C) a menos corrosiva, Visto que apresenta 0s
menores valores de taxa de corroséo e densidade de corrente de corrosdo. Por outro lado, o

aumento da temperatura (80 °C) na mesma condicdo de pH provocou a condi¢do de ensaio mais

Nome para citagdo: Guedes, D



a0
CAPITULO VI — Resultados e Discussdo

corrosiva para o0 ago carbono AlSI 1020 (Tabela 5), sugerindo que a temperatura seja um fator

importante do desenvolvimento da corrosao.

Tabela 5 — Respostas da matriz do planejamento fatorial completo 22 para avaliacéo da interferéncia
do pH, temperatura e concentracdo de proantocianidinas na inibi¢cdo do aco carbono AISI 1020 em
24 horas de imersao em solugdo sintética de sistema de refrigeracdo

T s ‘Taxade ) $Eficiéncia
Ensaio oH emperatura Concentragdo Corrosio Jeorr de Inibicio
(°C) (9/L) (A/em?)
(mm/ano) (%)
1 6 30 0,1 0,009971 8,58E-07 89,7
2 8 30 0,1 0008078 6,95E-07 58,7
3 6 80 0,1 0,21565 1,86E-05 441
4 8 80 0,1 0,12443 1,07E-05 64,2
5 6 30 1 0,027539 2,37E-06 71,6
6 8 30 1 0.000052 4,43E-09 99,7
7 6 80 1 0,045602 3,92E-06 88,2
8 8 80 1 0,095789 8,24E-06 72,4
Ponto Central 7 55 0,5 0,04513 3,7E-06 89,2
Controle 1 6 30 - 0,096952 8,34E-06 -
Controle 2 6 80 - 0,38575 3,32E-05 -
Controle 3 8 30 - 0,19542 1,68E-06 -
Controle 4 8 80 - 0,34749 2,99E-05 -
Controle 5 7 55 - 0,28987 3,43E-05 -

!Desvio padrdo = 0,01; ?Desvio padrio = 9,1E-07; *Desvio padréo = 2,7

Os resultados na presenca de diferentes concentracdes de proantocianidinas indicam que
a eficiéncia dessas moléculas como inibidor de corrosdo ocorre em concentracGes superiores a
0,5 g/L. Uma vez que nessas condicdes, independente dos valores de pH e temperatura a
eficiéncia se manteve acima dos 70%. Na concentragdo de 0,1 g/L de proantocianidinas apenas
a condig@o com os teores mais baixos de pH e temperatura apresentou um percentual de inibi¢ao
superior a 80%. Porém, considerando-se um sistema de refrigeracdo industrial essa ndo é a

condigdo mais comum.

Para a melhor visualizagdo, os dados da eficiéncia do inibidor foram plotados na Figura
36, onde fica mais evidente a influéncia da concentracdo de proantocianidinas extraidas da fibra
do coco na inibicdo da corrosdo do metal. Porém, em relacdo as condi¢c6es de pH e temperatura
nédo foi possivel definir um padrdo a partir dos resultados obtidos como é notério em relacéo a

concentracdo das proantocianidinas.
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Figura 36 — Eficiéncia de inibigo das proantocianidinas extraidas da fibra do coco nas condi¢des
delineadas na matriz do planejamento fatorial para aco carbono AISI 1020 ap6s 24 horas de imers&o.

No intuito de analisar a interferéncia das varidveis controladas (pH, temperatura e
concentracédo de inibidor) no processo de corrosdo do ago carbono em solucdo sintética de agua
de sistema de refrigeracdo, as variaveis de resposta foram submetidas a analise estatistica. Dessa
maneira é possivel inferir a importancia desses parametros no processo de corrosao.

Nas Figuras 39 e 40 sdo apresentados os diagramas de Pareto utilizando os dados da taxa
de corrosdo e eficiéncia do inibidor, respectivamente. Para as duas variaveis de resposta a
temperatura e a concentragcdo de inibidor apresentaram influéncia na corrosdo sendo que o
aumento da temperatura estimula o processo corrosivo, enquanto a concentracdo de

proantocianidinas retarda as reacdes de corroséo.
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Figura 37 — Diagrama de Pareto considerando a taxa de corrosdo como varavel de resposta.
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Figura 38 — Diagrama de Pareto considerando a eficiéncia do inibidor como varavel de resposta.
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A confirmacéo de que a temperatura & um fator determinante no processo de corroséo e
gue mesmo em temperaturas mais altas as proantocianidinas extraidas da fibra do coco foram
capazes de apresentar percentual de inibicdo acima de 70%. Essa informacao € corroborada por
Tan e Kassim (2011), que mostraram reducdo da eficiéncia da inibi¢do com o aumento da
temperatura.

A interacdo de todas as variaveis de controle se mostrou significativa tanto em relacéo a
taxa de corrosdo quanto a eficiéncia do inibidor. Sendo que a interacdo entre essas trés variaveis
induz o processo de corrosao e reduz a eficiéncia do inibidor. O pH nédo apresentou interferéncia
significativa na analise de nenhuma das varidveis de resposta. Tal fato se deve & estabilidade

dessas moléculas, mesmo em altas temperaturas.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos com esse estudo permitiram analisar a atividade das
proantocianidinas extraidas da fibra da casca do coco como biocida e inibidor de corrosdo. A

partir desses resultados conclui-se que:

» Foi possivel quantificar as proantocianidinas extraidas da fibra do coco em
solucdo a partir de uma curva-padrdo construida com um extrato comercial
liofilizado de proantocianidinas oriundas de Schinopsis lorentzii;

= As proantocianidinas extraidas da fibra do coco ndo apresentam toxicidade ao
ambiente pela avaliacdo da germinacao de sementes de alface (Lactuca sativa L.),
no qual ndo foi observada variacdo significativa entre o nimero de sementes
germinadas na presenca e na auséncia de diferentes concentragdes de
proantocianidinas;

= A avaliacdo da ecotoxicidade em relacdo ao alongamento das raizes de alface
(Lactuca sativa L.) corroboram a auséncia de toxicidade das proantocianidinas,
uma vez que nas concentracOes entre 0,1 e 1 g/L de proantocianidinas foi
observado um estimulo de mais de 30% no tamanho das raizes;

= A partir da amostra de agua de sistema de refrigeracdo foi possivel o isolamento
das espécies e grupos microbianos de interesse na biocorrosdo: Pseudomonas
aeruginosa (bactéria heterotrofica), Shewanella sp. (ferrobactéria) e o consorcio
de BRS;

= Aconcentragdo minima inibitdria das proantocianidinas extraidas da fibra de coco
foi de 2 g/L para Pseudomonas aeruginosa e Shewanella sp. e de 3 g/L para o
consorcio de BRS. Esses resultados estdo de acordo com os relatos da literatura e
devido as altas concentracdes a avaliagdo das proantocianidinas na biocorrosdo
néo foi realizada;

= A avaliacdo das proantocianidinas extraidas da fibra do coco como inibidores de
corrosdo para aco carbono AlSI 1020 em agua sintética de sistema de refrigeracédo
e pH neutro indicou que as concentracfes de 0,8 e 1 g/L s&o promissoras, com
eficiéncia de inibicdo superior a 70% mesmo apds 72 horas de imersao;

= Os resultados das curvas de polarizagdo mostram que a presenca das
proantocianidinas em solucdo reduzem a corrente de corrosdo, sugerindo um

mecanismo de inibigcdo catddico. Contudo, assim como descreve a literatura as
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proantocianidinas extraidas da fibra do coco formam um filme na superficie
metalica;

= A andlise das curvas de impedancia e angulos de fase obtidas pela técnica de
espectroscopia de impedancia eletroquimica mostram que as concentragdes de 0,8
e 1 g/L de proantocianidinas extraidas da fibra do coco foram um filme protetor
na superficie metalica a partir de 24 horas de imersao;

= As concentracdes inferiores a 0,8 g/L de proantocianidinas em solucdo testadas
apresentaram resultados variaveis em relacdo a sua eficiéncia na inibicdo da
corrosdo. Possivelmente, nessas concentracbes ndao havia um numero de
moléculas suficiente para vencer a competicdo do eletrélito e formacdo de um
filme estavel e protetor na superficie metalica;

= As informacbes obtidas com as técnicas eletroquimicas mostram que as
proantocianidinas extraidas da fibra de coco sdo inibidores de corrosdo em
potencial. Pois, a eficiéncia de inibicdo em pH neutro foi similar ou superior aos
dados da literatura em pH &cido, condicdo em que a maior parte dos estudos de
inibidores de corrosdo com produtos naturais € feita, e, deixa a superficie metalica
mais suscetivel a adsor¢ao de moléculas organicas;

= A variacdo datemperatura, pH e concentragdo de proantocianidinas nas condic¢oes
experimentais indicam que a temperatura e a concentragao de inibidor sao fatores
significativos na inibicdo da corrosdo sob aco carbono AISI 1020, enquanto que
0 pH so interfere no processo quando associado aos demais fatores;

» A analise estatistica mostrou que a concentracdo de proantocianidinas extraidas
da fibra do coco em solugdo aumenta a eficiéncia do inibidor, enquanto que o
aumento da temperatura reduz a atividade. Entretanto, em todas as condigdes
contendo 1 g/L de proantocianidinas em solucdo a eficiéncia de inibicdo foi

superior a 70%.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Estudos de prospeccédo de biomoléculas extraidas de materiais vegetais sdo promissores
e podem ser aplicados em diferentes setores industriais. Os compostos fendlicos sdo descritos
pela sua acdo biocida, antioxidante e inseticida, sendo alvo de diversos estudos com resultados

promissores para aplicacao em larga escala.

As proantocianidinas extraidas da fibra da casca do coco verde apresentaram resultados
promissores em relacdo a sua ac¢do na inibicdo do aco carbono imerso em solugdo contendo
cloreto, sulfato e carbonato de calcio. Porém, seria interessante estudar se a reposicdo das
concentracdes de proantocianidinas em solucéo é eficiente para manter o filme protetor estavel,
reduzindo a taxa de corrosdo. Ou ainda a avaliacdo da sua atividade para outras ligas metalicas,

outros meios corrosivos ou, também, em sistemas dinamicos com diferentes vazdes de fluido.

Além disso, ainda seria interessante a confirmacdo de como ocorre a interacdo entre
essas moléculas organicas e a superficie metélica. Sendo, inclusive, possivel propor
modificacBes na estrutura quimica dessas moléculas de modo que intensifique as interagdes

quimicas, fisicas e elétricas, aumentando a estabilidade do filme protetor formado.

Muito embora as proantocianidinas extraidas da fibra do coco tenham apresentado
valores de CMI superiores a 2 g/L para as espécies de Pseudomonas aeruginosa e Shewanella
sp. seria interessante compreender o efeito dessas moléculas sobre o biofilme, tanto no processo

de formac&o quanto sobre biofilmes ja formados.

S&o grandes as possibilidades a respeito do tema que podem ser aproveitados em

trabalhos futuros.
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