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“Num bosgque amarelo dois caminhos se separavam,

E lamentando ndo poder seguir os dois

()

Entdo segui o outro, que me pareceu mais belo,

Oh, deixei o primeiro para outro dia!
Embora soubesse como um caminho leva para longe,

E duvidasse que algum dia voltaria novamente.

Direi isto suspirando
Em algum lugar, daqui a muito e muito tempo.
Dois caminhos se separaram em um bosque e eu ...
Eu escolhi 0 menos percorrido
E isso fez toda a diferenga”

Robert Frost, 1916



RESUMO

Torres de resfriamento sfio equipamentos utilizados para remogfo de calor gerado pela
realizacdo de algum processo industrial e seu bom funcionamento é condicionado pelo controle
de trés principais problemas: incrustages, corrosdo e desenvolvimento microbioldgico.
Diversos microrganismos podem estar presentes nos sistemas de resfriamento ja que ali sdo
encontradas condi¢des ideais para seu desenvolvimento, se apresentando na forma séssil ou
plancténica. Controlar esse pardmetro € importante pois esses organismos representam risco de
contaminagdo & pessoas proximas e, quando associados a biofilmes, podem ocasionar a redugo
na vida Gtil dos equipamentos, queda de eficiéncia, redugfio na transferéncia de calor e geragfio
de processos corrosivos. Dessa forma, buscou-se avaliar a densidade bacteriana presente na
torre de resfriamento de uma fébrica de fertilizantes nitrogenados localizada no estado da Bahia,
avaliando os organismos presentes na forma séssil e planctdnica por meio de amostras de agua,
laminas de vidro, cupons e biocupons de ago inoxidivel. Foram analisados bactérias
heterotroficas totais (BHT) e oxidantes de aménia (BOA) e nitrito (BON). Também foram
realizados estudos dos parimetros fisico-quimicos das amostras de agua, comparagiio dos
resultados da densidade bacteriana avaliada pelo método de contagem de Unidades Formadoras
de Coldnia (UFC) e por dois diferentes métodos coloriméiricos e a identificaciio dos
microrganismos isolados. Foi observado que a maioria dos pardmetros de qualidade de 4gua
estudados se encontram em grande parte dentro do estipulado para sistemas de resfriamento e
que os valores recomendados pelo Instituto de tecnologia de resfriamento (Cooling Technology
Institute — CTI) para presenga de microrganismos foram respeitados em todas as avaliacdes de
BHTs, menos para os biocupons que tiveram maior adesio microbiana, Os métodos
colorimétricos apresentaram uma correlagfo com os dados obtidos pela contagem das Unidades
Formadoras de Col6nia (UFC). Houve divergéncia nos resultados das l4minas, provavelmente
por testes colorimétricos quantificarem a biomassa total de organismos enquanto a contagem
de UFC analisa uma faixa restrita de organismos. Foi detectada a presen¢a de BOA e BON no
equipamento e foi possivel isolar 41 microrganismos pertencentes aos géneros Pseudomonas,
Acinetobacter, Bacillus, Aeromonas, Chryseobacterium, Stenotrophomonas. Esses géneros
incluem microrganismos que participam da adesdo de biofilmes, do ciclo do nitrogénio ou ainda

podem ser patogénicos.

Palavras-chave: Torre de resfriamento, densidade bacteriana, métodos alternativos de

quantifica¢fo de microrganismos, diversidade microbiana.



ABSTRACT

Cooling towers are equipment used for the removal of the heat generated by any industrial
process and your proper functioning is conditioned by the control of three major problems:
incrustation, corrosion and microbiological development. Several microorganisms may be
present in cooling systems since this equipment has ideal conditions for their appearing, and
they may be present in sessile or planktonic form. A control of this parameter is important
because these organisms can create a risk of contamination to people close the equipment and,
when related to biofilms, they can result in reduced equipment life, down efficiency, reduced
heat transfer and generation of corrosive processes. Thus, this research sought to evaluate the
bacterial density present in the cooling tower of a nitrogenous fertilizer plant located in the state
of Bahia, assessing the organisms present in sessile form and planktonic through water samples,
glass lamina, stainless steel coupons and biocoupons, total heterotrophic bacteria (THB) and
oxidizing ammonia (AOB) and nitrite (NOB) were analyzed. It was also carried out studies of
the physicochemical parameters, comparing the results of density evaluated by forming units
counting method Cologne (UFC) and two different colorimetric methods and identification of
microorganisms. It was observed that the quality of water parameters studied are largely within
the stipulated for cooling systems and the values recommended by Cooling Technology
Institute (CT1) for the presence of microorganisms were observed in all evaluations of BHTS
less for biocupons that had higher microbial adhesion. The colorimetric methods showed a
correlation with the data obtained by counting the colony forming units (CFU), only the results
of lamina diverged, probably because the colorimetric methods quantify the total biomass of
organisms while the count analyzes a narrow range of organisms. The method for evaluating
OAB and NOB showed their presence in the equipment. And the identification allowed 41
isolate microorganisms of the genus Pseudomonas, Acinetobacter, Bacillus, Aeromonas,
Chryseobacterium, Stenotrophomonas. Organisms that are part of the biofilm adhesion,

nitrogen cycle or can be pathogenic.

Keywords: Cooling tower, bacterial density, alternative methods of quantification of

microorganisms, microbial diversity.
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1. MOTIVACAO

A existéncia de microrganismos em sistemas industriais estd relacionada a diversos
problemas no setor produtivo, tanto pela contaminagio de objetos e alimentos, quanto por sua

influéncia sobre eficiéncia de equipamentos e na saide humana.

Os equipamentos estdo susceptiveis a agfo desses organismos devido aos processos
celulares, que utilizam certos nutrientes presentes na dgua e ocasionam em alteragdes no
sistema. Em torres de resfriamento eles podem ocasionar incrustacio, corrosdio e
comprometimento da eficiéncia do trocador de calor, além de se tornar uma possivel fonte de

risco aos trabalhadores e comunidades proximas & industria.

Sdo realizados tratamento na 4gua para o controle da presenga microbiana, por meio do
uso de desinfetantes com diferentes agentes ativos. Porém, ¢ sabido que cada organismo reage
de forma diferenciada a presenca de tais compostos, possuindo resisténcia ao tratamento ou

mesmo adquirir essa capacidade devido ao manuseio incorreto dessas substincias.

Dessa forma, € importante considerar uma avaliacdo da microbiota presente no sistema
para se escolher um biocida que ird garantir uma agua segura e de qualidade para os processos
¢ individuos ali envolvidos; as andlises podem contribuir ainda como uma estratégia de controle

e gestdo de dgua.
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2. INTRODUCAO

A existéncia do homem est4 pautada na atividade industrial, a qual, utilizando energia,
atividade humana e maquinas, transforma matéria-prima em bens comercializaveis tal como
alimentos, instrumentos para realizagfo de trabalho e vestimentas. Alguns dos processos
utilizados envolvem a geragiio de energia térmica a qual deve ser dissipada. Uma das estruturas
empregadas com essa finalidade s8o as torres de resfriamento que operam utilizando um fluido

resfriador.

Mesmo quando utilizados adequadamente n#o se pode esperar que todos os elementos
do sistema industrial operem em condigdes petfeitas e ideais, nos quais toda encrgia aplicada é

transformada em trabalho ou que equipamentos n#o estejam susceptiveis a falhas e problemas.

O maquindrio € submetido a condigBes extremas ou mesmo propicias para a ocorréncia
de falhas. Torres de resfriamento possuem falhas relacionadas a ocorréncia de trés principais
problemas: proliferagfio de microrganismos, incrusta¢des e o processo de corrosio. Todos eles
sdo objetos de preocupagdes ao empreendedor, pois uma ineficiéncia no monitoramento de suas
causas e origens no tratamento dado & 4gua de circulagio pode acarretar em perdas de

equipamentos, paradas na produgio e queda de lucratividade.

A presenga dos microrganismos pode afetar a qualidade da 4gua, diminuindo a
eficiéncia em eliminar o calor do sistema e podendo ocasionar em maiores taxas de incrustagdes
e de corroso. Em alguns casos pode haver alterag3o na turbidez da 4gua ou mesmo a produgiio

de substéncias que alterem o odor e a cor na dgua ou sejam téxicas para a satide humana.

Nesse contexto, o presente estudo objetiva investigar a diversidade microbiana
encontrada na 4gua de torres de resfriamento de uma fébrica de fertilizantes nitrogenados no

estado da Bahia.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Producio de fertilizantes

-

A agricultura € uma atividade produtiva de elevada importincia para a sociedade
humana, a qual objetiva o desenvolvimento de alimentos que servirio para abastecer a
populagdio. E um processo que demanda luz, ar, 4gua, temperatura e nutrientes. O solo € o local
onde a planta se fixa e em que tem acesso aos nufrientes e & dgua. O Brasil possui condigdes
favoraveis para a agricultura, porém uma pobreza de nutrientes. Assim é necessario a aplicagio
de técnicas agricolas, como a adubacgio, que corrige esse problema por meio da adicdio de
fertilizantes (SANTOS, 2012).

A legislacdo brasileira (Decreto 86.955, de 18 de fevereiro de 1982) define fertilizantes
como “substincias minerais ou organicas, naturais ou sintéticas, fornecedoras de um ou mais
nutrientes das plantas”. Sua fung¢fio € repor ao solo elementos que so perdidos a cada colheita,
podendo adicionar ou manter um potencial produtivo ao mesmo (DIAS et al, 2006). Sua
composi¢o basica possui trés elementos quimicos: nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K).
E sua cadeia produtiva é composta pelo segmento de extragio do mineral, produciio de
fertilizantes simples (fertilizantes nitrogenados, fosfatados e potassicos) e empresas que atuam
como misturadoras: que elaboram diferentes dosagens de fertilizantes NPK utilizando os
fertilizantes bésicos (DIAS et al, 2006).

Os fertilizantes nitrogenados tém em sua composi¢do o nitrogénio como nutriente
principal e se originam da fabricacfio da amonia anidra (NH3), gas obtido de uma mistura do
nitrogénio presente no ar com o hidrogénio de fontes diversas, sendo o gas natural o mais usado.
Dependendo do percentual de nitrogénio, diferentes fertilizantes sdo obtidos, com varidveis
formas de processamento, a figura 1 mostra a rota de produgdo de alguns fertilizantes
nitrogenados (LIMA ef al, 2007).
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Figura 1: Rota de produgéio de fertilizantes nitrogenados

+0
e HNG, —{ WH;, [ NITRATO OE AMORIC — NH.ND: |
——{ RS0 |—— [ SULFATODE AMONIO - [NE&S0: |
NH,
[ OREIA- (NHACD, |
B.PC. [ FOSFATOS DE AMONID —MAP, DAP |

] 0 e | AQUA AMONIA — NHOH |

Fonte: DIAS et al (2006)

A produgiio de fertilizantes em geral envolve diversos passivos ambientais, mas o mais
importante & o relacionado com o subproduto gesso (sulfato de célcio — CaSO4) gerado na
solubilizagiio da rocha fosfatica com acido sulfrico na fabricagdo do acido fosforico. Também
¢ importante um cuidado especial com os efluentes liquidos e gasosos: podem ser gerados
efluentes alcalinos liquidos amoniacais ¢ acidos ou emitidos oxidos de enxoftre, nitrogénio e
particulados (DIAS et al, 2006}).

O processamento de fertilizantes nitrogenados, fosfatados e potdssicos envolve uma
séries de reagBes quimicas, a maioria demandando niveis de pressfo e temperatura elevados.
Esses parametros devem ser controlados e monitorados por equipamentos especificos. Os

sistemas de resfriamento objetivam retirar o calor gerado nesses processos.

3.2. Tipos de sistemas de resfriamento

Os sistemas de resfriamento sdo utilizados em atividades industriais quando h4
necessidade de resfriamento de maquinas ou fluidos que geram ou recebem calor durante
operacdo. Eles variam quanto a serem de ciclos fechado ou abertos (Figura 1), e essas diferentes
configuragBes estdo relacionadas & recirculag@io ou nfio de dgua no sistema. Nos sistemas
abertos, a agua passa pelo sistema e € descartada em seguida e nos de ciclo fechado o fluido vai

recirculando, sendo aquecido ou resfriado em pontos especificos do sistema (TROVATI, 2004).



17

Os fatores que determinam a escolha do tipo de sistema de resfriamento a ser utilizado
dependera do processo produtivo da inddstria, disponibilidade, qualidade, temperatura e custo

da 4gua ¢ as limitag¢des do descarte de efluentes. (VEIGA, 2010)

3.2.1.Sistemas aberto sem recirculagfio de dgua

Também conhecido como sistema de passagem tnica, nfio possui recirculagio de 4gua,
a qual € descartada apés absorgéio do calor do equipamento a ser resfriado. Mais utilizada por
industrias localizadas préximas a grandes mananciais com viabilidade econdémica de uso
(SILVA, 2013).

Possui como desvantagem a dificuldade no controle de corrosio, incrustagfo e
crescimento microbiano, o que torna necesséria a utilizagio de equipamentos e tubulagdes mais
resistentes 4 esses processos e a limpeza quimica e mecénica peridédica. Outro problema
relacionado a este sistema ¢ a poluigfio térmica que pode ocorrer no corpo receptor, ja que a
agua descartada pode se encontrar a elevadas temperaturas e ocasionar desequilibrios no

ecossistema e nos organismos ali presentes (SENEVIRATNE, 2007; VEIGA, 2010).

3.2.2. Sistemas fechados com recirculacio de dgua fria

Nesse sistema, o resfriamento ¢ feito de forma continua. A dgua, que fica completamente
confinada em sistemas de encanamentos e de trocas de calor, absorve e perde calor em locais
diferentes no sistema, nfio ocorrendo perdas por evapora¢fio nem respingo. S#o usados em
processos de pequena capacidade, como mancais de bombas, resfriamento de motores diesel,
turbinas a gas e sistemas de ar condicionado (SENEVIRATNE, 2007; SILVA, 2013).

Para a dissipagfio do calor, podem ser utilizados radiadores, trocadores de calor
refrigerados por gds ou outro circuito de agua, geralmente sfo sistemas abertos que transferem
esse calor para a atmosfera (SENEVIRATNE,2007).
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Podem acontecer perdas por vazamento em conexBes e gaxetas de bombas, tonando
necessdria pouca reposi¢éo de dgua e, consequentemente, de produtos quimicos de tratamento
Por néo haver evaporagio, as concentracdes de sais na agua sdo constantes e nio sfo observados
muitos problemas com corrosdo e incrustagfo. E o processo de crescimento de microrganismos

aerdbios nfio ocorre, pois ndo hd contato do ar com a 4gua nesses sistemas (VEIGA, 2010).

3.2.3. Sistemas abertos com recirculacio de dgua

Este sistema também pode ser denominado de semiaberto, nele a 4gua que foi aquecida
em trocadores de calor tem seu calor dissipado em torre de resfriamento ¢ retorna ao
equipamento de troca térmica para novamente se aquecer e retornar 3 torre, sendo reaproveitada
no sistema (TROVATI, 200).

Sua vantagem sobre os sistemas abertos consiste no fato da possibilidade de se realizar
medidas preventivas sobre processos de corrosdo e incrustagéo, além da necessidade de menor
quantidade de dgua. Esse fato aliado & possibilidade de reuso permite que seja aplicado em
situagOes que requerem elevada vazdo e que esse sistema seja incentivado devido & necessidade

de redugdio no consumo de agua (VEIGA, 2010).

Figura 2: Tipos de sistemas de resfriamento: (A) passagem tnica; (B) fechado e (C) aberto.
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3.3. Torres de resfriamento

As torres de resfriamento so usadas em sistemas fechados ou abertos com recirculagéio
de dgua. Sdo consideradas a forma mais simples e barata de troca de calor conhecida. Diversos
fluidos podem ser utilizados para a remogdo do calor, porém a 4gua é o mais utilizado, devido
a elevada condutividade térmica, baixa viscosidade, a capacidade de absorver grande
quantidade de calor por unidade de volume. Além de custos relativamente baixos e a
possibilidade do descarte direto em corpos hidricos (PAGNIER, 2009)

Os componentes dessas torres sdo sistemas de distribui¢io de agua, sistemas de troca de
calor, base para coleta da dgua resfriada, pulverizadores no topo do equipamento e uma corrente
de ar para resfriar a agua (PAGNIER, 2009; SILVA, 2013).

Em seu funcionamento, o calor retirado do equipamento ¢ langado na atmosfera,
formando uma pluma. A 4gua, que foi aquecida no contato com o material que necessita de
resfriamento, entra na torre por sua parte superior e pulverizadores a distribuem. Seu contato
com uma corrente de ar de fluxo ascendente faz com que esfric novamente e possa ser coletada
numa bacia de 4gua fria localizada na base da torre. A figura 2 ilustra o funcionamento de uma
torre de resfriamento. Uma pequena parte do resfriamento estd relacionado ao contato da agua
com o ar, mas a maior parte ¢ devida a evaporag8o, arraste e respingo. Devido & perdas que
ocorrem no sistema, uma nova quantidade de 4gua devera entrar no sistema como 4gua de

reposicio (CORTINOVIS ef af, 2005).

Figura 3: Esquema de funcionamento de uma Torre de resfriamento
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3.4, Problemas em torres de resfriamento

Os principais problemas a serem controlados em torres de resfriamento estfo
relacionadas a incrustagdes, corroséo e formag#o de biofilmes. Ha uma forte relagiio entre esses

problemas ¢ pardmetros de qualidade da dgua. (TROVATI, 2004)

Segundo Silva (2013), o pH ¢é um dos principais parimetros a ser controlado, ¢ o mesmo
deve ser mantido na faixa entre 6,5 € 8,5. A tabela 1 mostra provaveis problemas relacionados

ao descontrole no pH:

Tabela 1: Efeito do descontrole de pH em torres de resfriamento

pH maior que 8,5 pH menor que 6,5

Aumentam os riscos de incrustagdes e
deposi¢des, tornando o sistema mais sensivel a
falhas de dosagens dos anti-incrustantes e

Aumentam drasticamente o potencial
corrosivo da dgua do sistema de

; resfriamento.
dispersantes.
Reduzem a eficiéncia dos tratamentos quimicos
contra organismos. Reduzem fortemente a eficiéncia dos
inibidores de corrosfo utilizados,
Tornam incompativel o uso do zinco como dificultando o controle de corroséo.

inibidor catédico, transformando-o em fonte de
depdsitos, reduzindo o controle da corrosio. B
Fonte: MACHADOQ (2005)

Gentil (2011) ainda aponta outros parmetros que podem ocasionar em problemas no

sistema:

o fons e sais: por estarem relacionados a dureza da agua e poderem formar precipitados;
* Temperatura: possui relagio com a solubilidade de compostos presentes na dgua, na
presenga de microrganismos e como se dara o tratamento por compostos quimicos.

¢ Solidos suspensos: podem formar depdsitos nos equipamentos a jusante da torre;
e Matéria orgénica: pode favorecer o crescimento de microrganismos, formagfio de

biofilmes e todos os problemas relacionados a presenca destes.
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3.4.1. Depositos e incrustagdes

As incrustagdes ocorrem devido a presenga de sélidos suspensos na dgua fria, que
formam depdsitos em superficies do sistema. Esses compostos podem ser materiais oriundos
do sistema de circulagfio de ar, areia, biofilme, flocos de aluminio ou produtos da corroséo. A
elevada temperatura da 4gua nesses sistemas favorece as incrustagBes pois aumenta a

precipitagio de carbonatos ¢ bicarbonatos da dgua. (SENEVIRATNE, 2007; SILVA, 2013).

A presenga de incrustagdes ocasiona na redugfio da taxa de transferéncia de calor devido
a baixa condutibilidade térmica dos depdsitos em relagdio ao metal e faz com que haja redugio
de vida atil dos equipamentos e/ou aumento no consumo de energia. Isso causa interrupgdes no
processo produtivo para realizagdo de manutencgfo nos trocadores de calor, levando a prejuizos
econdmicos (ALVES, 2013; VEIGA, 2010).

Outro aspecto importante a ser considerado é que as incrustagdes impedem biocidas e
inibidores de corrosfio de reagirem com biofilmes ¢ com a superficie do material do

equipamento.

3.4.2. Corrosio

Corrostio ¢ definida como a deterioragfio de um material, geralmente metalico, por agiio
quimica ou eletroquimica com o ambiente que este interage, associada ou nfo a esforgos
mecanicos. Esse processo gera grandes prejuizos em sistemas de resfriamento, por causarem
queda de eficiéncia, vazamentos, redu¢io da resisténcia mecdnica dos materiais, aumento de
perda de carga, reducio de vazdo e da vida (til dos equipamentos. (SENEVIRATNE, 2007;
SILVA, 2013; VEIGA, 2010).

Existem diversas formas de corrosfio como a galvanica em que dois matérias metélicos
estdo em contato, havendo transferéncia de cargas elétricas de um para o outro. Também h4 a
corrosio eletrolitica, 0 qual ocorre em estruturas metalicas que estfo enterradas ou submersas.
Outro mecanismo € o da corrosfo seletiva, em que ocorre a remog#o preferencial de alguns
elementos da liga que forma o material, uma situagéo que ocorre em contato com a 4gua. Dentre
os diversos mecanismos ainda existe o de corrosdo induzida por microrganismos, que &
desencadeada ou acelerada pelo resultado da atividade metabdlica desses. Esta relacionada a

presenga de bactérias produtoras de exopolimeros, fungos filamentosos, algas, e,
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principalmente, as bactérias redutoras de sulfato, produtoras de 4cidos, ferrobactérias, e
produtoras de substincias polimétricas extracelulares (EPS) (FIGUEIREDO er al, 2000;
SILVA, 2013; VEIGA, 2010).

O controle da corrosdio € de dificil execugfo devido aos diferentes mecanismos
envolvidos. Muitas vezes n#o € possivel eliminar completamente sua ocorréncia de forma
economicamente vidvel, sendo entfo utilizadas técnicas que reduzem o processo a4 niveis
aceitaveis. A sua prevengfio comega na projecio do sistema, através da escolha de metais ndo
corrosivos para a construgio do equipamento ou uso de revestimentos protetores, dentre outros
aspectos. Outro fator relevante € a qualidade da agua de alimentagio do circuito, observando
pardmetros como pH (SENEVIRATNE, 2007; TROVATI, 2004).

3.4.3. Proliferacéio de microrganismos

Torres de resfriamento oferecem condigbes favoraveis para o desenvolvimento de
microrganismos, como pH, nutrientes e temperatura ideais. Geralmente eles acessam o sistema
pelo contato com o ar, por meio da dgua de alimentagio do sistema de resfriamento ou em
vazamentos no processo. A tabela 2 mostra os principais microrganismos encontrados nesses
sistemas (CORTINOVIS, 2005; PAGNIER et al, 2009).

Tabela 2: Principais microrganismos encontrados em torres de resfriamento

Fontes de
Organismo Classificacdo energia ¢ Principais problemas
3 nufrientes —
_ Formadoras de Diversos — Depésitos densos e aderentes
Bactérias biofilme compostos - Oxidagdo do ferro e depdsitos de
iy H orginicos e oxidos insolaveis
anaerébias — Depositantes de ferro . At n
g inorgénicos; — Redugdo de sulfato a sulfeto,
ou aerobias — Redutoras de sulfato p <
Anaerdb . fazem originando a corrosio
— Anaerdbias corrosivas e N . .
quimiossintese — Secretam substéncias corrosivas
Leveduras e fungos Material Obstrugéo de tubulagio e problema em
Fungos ﬁlamentososg orednico valvulas, degradacio de material
& orgdnico e geracdo de odor.
Alsas Unicelulares e Luz solar Obstrucgdo de tubulagiio e problema de
8 superiores valvulas.

Fonte: TROVATI (2004)
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As bactérias podem estar presente em duas diferentes formas nos sistemas de
resfriamento. As de forma planctonicas ficam dispersas ne liquido € movimentam-se junto com
ele, ja as sésseis ficam aderidas nas superficies dos equipamentos, formando os biofilmes e sio
elas que sio responsdveis pelos maiores problemas encontrados nas torres. Acredita-se que as
bactérias planctonicas sejam importantes para a dispersdo e colonizagfio de novos locais e a
forma de vida séssil seja uma estratégia para a preservagio da espécie, ja que auxilia na

sobrevivéncia desses microrganismos em situagdes de estresse (TROVATI, 2004).

Nas torres de resfriamento, podem ser encontradas tanto as bactérias autotroficas como
as heterotréficas, as quais diferem quanto 4 forma de obtengfio de carbono do ambiente.
Enquanto o primeiro grupo capta o CO2 da atmosfera e o fixa em compostos orginicos por meio
do Ciclo de Calvin, as bactérias heterotroficas nfio possuem essa capacidade e necessitam obter

esse componente através do consumo de compostos orgénicos (ALLEN, 2013).

Aguas usadas para resfriamento de torres em fabricas de fertilizantes nitrogenados, além
de apresentar compostos orgdnicos variados, sfio propensas ainda a presenga de altas
concentragbes de nitrogénio e, consequentemente, de microrganismos relacionados ao ciclo
desse elemento quimico. A nitrificagiio ¢ realizada por etapas de oxidagfio realizadas por
diferentes grupos bacterianos. As bactérias oxidantes de amdnia (BOA) séo responsaveis pela
primeira etapa, oxidando o nitrogénio amoniacal (NH3) em nitrito (NO2") e o grupo das bactérias
oxidantes de nitrito (BON) participam da nitra¢do, oxidando nitrito em nitrato (NQ3")

(OLIVEIRA, 2012).

A presencga de microrganismos em sistema de resfriamento é pardmetro que deve ser
sempre controlado, pois, além de diminuir a eficiéncia do equipamento e estar relacionada ao
aparecimento de corrosfo e incrustagdo, existe o risco biolégico. Isso ocorre porque as torres
de resfriamento podem liberar aerossdis contendo microrganismos que podem contaminar
trabalhadores e comunidades proximas as plantas industriais (ALVES, 2016; PAGNIER et al,
2009).

Estudos em torres relatam a presenca de diversos organismos patogénicos, normalmente
bactérias do género Legionella sp. sio isoladas, sendo que hd uma maior preocupagiic na
remogdo das mesmas, muitos paises possuem legislagdes que visam o combate ao risco
oferecido por esses microrganismos. Outros organismos patogénicos j4 encontrados em torres
sdo Aeromonas sp., Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium sp., E.coli, Crypiosporidium sp.
e Acanthamoeba sp. (PAGNIER et al, 2009; TURETGEN, 2007).
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3.4.3.1. Biofilmes

Biofilmes sdo complexos ecossistemas de microrganismos envolvidos em uma matriz
de polimeros orgnicos, aderidos a uma superficie bidtica ou abiética. Acredita-se que essa
formag#o providencia uma barreira fisica, que promove a conservagiio do genétipo e protecfio
contra predadores e sistemas imunolégicos, sendo uma estratégia de sobrevivéncia para os

organismos que o compdem (RENNER et af, 2011).

A capacidade de formar biofilme acarreta em importantes beneficios para os
microrganismos. Tais como o aumento da concentragfio de nutrientes, protegfio contra fatores
ambientais agressivos, possibilidade de troca de material genético entre microrganismos
presentes no biofilme, permite relagdes de simbioses e possibilita estabelecer ¢ colonizar novos
nichos ecolégicos (BRAGA, 2001).

Em seu trabalho, Tolker-Nielsen e colaboradores (2000) observaram que cada
comunidade de biofilme ¢ tinica, apesar de alguns atributos estruturais serem universais. Eles
sdo tipicamente constituidos por 4gua, microrganismos, substancias polimétricas extracelulares
(EPS), particulas retidas, como argilas, areais e ainda particulas organicas provenientes do meio
aquoso onde o mesmo estd imerso. A 4dgua constitui uma percentagem significativa,
correspondendo 70 a 95% da massa total do biofilme, j4 os microrganismos representam uma

pequena parte dessa massa, frequentemente menor que 10%.

O desenvolvimento do biofilme pode ser condicionado por diversos fatores como pH,
temperatura, forga i6nica do meio, velocidade de escoamento do liquido, além da qualidade ¢
concentragdo de nutrientes no meio liquido circundante, Qutros fatores relevantes sfio as
caracteristica dos microrganismos constituintes, matéria de construgdo e rugosidade da
superficie solida, presenca de material particulado, micronutrientes e presenca de agentes
antimicrobianos (BRAGA, 2001).

Quanto 4 formagdio do biofilme, ele se inicia com a geragdio de um filme de origem
orgdnica ou inorginica, que modifica as cargas na superficie do material do equipamento. Em
seguida, ocorre a deposicio de células planctdnicas nessas supetficies. Estes microrganismos
depositados iniciam a sintese e excre¢do de protefnas e polissacarideos que propiciam o
crescimento da populagio microbiana, j& que outros organismos presentes no meio também

passam a s¢ aderir ao biofilme. Algumas células do biofilme ainda podem se desprender e
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colonizar novas superficies ou se tornarem organismos planctdnicos (DONLAN, 2002;
MARSHALL, 1994).

No inicio da colonizagio da superficie, as colonias sfio constituidas, na maioria dos
casos, por uma pelicula gelatinosa que pode ser facilmente removivel. Entretanto, com o passar
do tempo pode haver mineralizagdo desta camada microbiologica superficial externa, o que a

torna de dificil remogéo.

Diversos microrganismos podem compor os biofilmes: microalgas, fungos,
protozodrios, bactérias e virus. As células bacterianas predominam devido & sua maior
versatilidade e resisténcia. Além disso, geralmente sdo a partir delas que se inicia a formagéo
dos biofilmes, devido ao seu tamanho reduzido, elevadas taxas de reproducdo, grande
capacidade de adaptacfo e produgfio de substéncias € estruturas extracelulares que a protegem
do meio circundante. Os géneros mais comuns de bactérias formadoras de biofilme sdo
Alcaligenes, Bacillus, Enterobacter, Flavobacterium, Pseudomonas e Staphylococcus
(BRAGA, 2001).

Os biofilmes sfo ecossistemas de relevéncia para o Homem, podendo ter uma atividade
neutra, benéfica ou prejudicial para o mesmo. Sua presenga ¢ desejavel no que se refere 4
ciclagem de nutrientes, sendo utilizada pelo homem em processos biotecnolégicos. Seus efeitos
sdo negativos quando ocasionam na deterioragio de superficies e/ou ambientes circundantes,
podendo agir sobre dentes, lentes de contato, edificios, monumentos e processos industriais

(BRAGA, 2001).

Em algumas situa¢@es, como em sistemas de tratamento de efluentes industriais ou
domésticos, a presencga de biofilmes é desejada e auxilia no processo, como € o caso dos reatores
de leito fixo. Neles os biofilmes possuem a capacidade de remogéo de metais pesados presentes
em efluentes e sfo utilizados também para biodegradaciio de poluentes liquidos ¢ gases

quimicos.

Como mencionado anteriormente, essa formagfo microbioldgica também pode ser
encontradas associada a torres de resfriamento. Entretanto € um fato indesejado, pois ocasiona
em redugiio na vida Util dos equipamentos, queda de eficiéncia, redugfo na transferéncia de
calor e geragio de processos corrosivos. Assim é um dos principais problemas que devem ser

controlados em 4guas de resfriamento, principalmente devido ao aumento da resisténcia ao
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escoamento no interior das tubulagdes e na reducdo da capacidade de troca térmica (ALVES,
2013; DONLAN, 2002; ERDEM, 2008; O'NEAL, 2010; TURETGEN, 2007).

3.5. Controle de crescimento microbiolégico

Em torres de resfriamento ¢ muito importante adotar medidas para o controle
microbiologico, Esses métodos devem considerar especificidades do equipamento envolvido,
mas, no geral, € importante usar 4gua de boa qualidade para alimentar o equipamento, pois isso
reduz a concentragdio de nutrientes na corrente liquida. Outras a¢des podem ser utilizadas para
evitar o surgimento de biofilmes, como limpeza mecénica frequente, adequado projeto do

equipamento, inspegdo visual, dentre outros (BRAGA, 2001).

Caso o biofilme j4 esteja desenvolvido no sistema, alguns métodos podem ser utilizados
para remové-lo, sendo os mais frequentes a adigiio de compostos quimicos, processos fisicos e
mecanicos ou radiagfio. Aos compostos quimicos utilizados dé-se o nome de biocidas sendo
comum a utiliza¢do de diferentes principios ativos, potencializando o efeito. Entretanto, alguns
desses biocidas quando aplicados em ambientes naturais pode causar danos & organismos
inofensivos e sdo compostos perigosos ao contato humano, causando problemas respiratérios
quando inalados (SENEVIRATNE, 2007; TROVATI, 2004).

Os biocidas podem ser definidos como substincias antimicrobianas que contém um ou
mais ingredientes ativos capazes de prevenir, inibir, diminuir ou eliminar a agdo de organismos
vivos, sejam eles patogénicos ou n#o. Eles atacam componentes celulares funcionais, como
parede celular, componentes da membrana citoplasmatica e o citoplasma, submetendo os

microrganismos a condigbes de estresse (BRAGA, 2001).

A dificuldade no tratamento de microrganismos com o uso de biocidas estd no fato de
que estes sdo adaptaveis & modificagdes no meio, devido 4 suas taxas de reprodugdo ¢ a
capacidade de transferir novas caracteristicas adaptativas & futuras geragdes em curtos periodos
de tempo. E o uso combinado de biocidas ainda pode potencializar o desenvolvimento dessa
resisténcia (ARAUJO, 2011; TROVATI, 2004).

Os biocidas mais utilizados podem ser classificados em dois grupos: oxidantes e nio

oxidantes. O primeiro age por meio da oxidagdo dos seres vivos, destruindo suas estruturas
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vitais e causando a morte dos mesmos. J4 o segundo € composto por substincias quimicas que
possuem forma de agéo especificas, afetando a permeabilidade celular, sequestrando elementos
da parede celular, dentre outras (ARAUJO, 2011; SILVA, 2013; TROVATI, 2004).

Biocidas a base de cloro sfo mais comumente utilizados devido a sua conhecida e
relatada eficiéncia, o baixo custo, sua aplicabilidade a uma maior diversidade de organismos e
o tempo curto de ag¢fio. Sdo pertencentes ao grupo dos biocidas oxidantes, com principio de agio

fundamentado na formago do 4cido hipocloroso (HCIO) (SILVA, 2013).

O conhecimento da concentragdo inibitoria minima do biocida é um parimetro
importante pois, quando bactérias sfio expostas a niveis nfo letais, pequenos danos sio causados
e pode ocorrer aquisiglo de resisténcia. Para que nfo ocorram tais problemas, é necessdrio
conhecer 0s organismos presentes no sistema, aplicar concentragdes adequadas do biocida e
monitorar eficacia do tratamento. (ALVES, 2013; ARAUJO, 201 1).

Os biofilmes sfo 100 vezes mais resistentes a biocidas do que microrganismos
planctdnicos. Dessa forma, o tempo de contato do biocida com biofilmes ou sua concentragio
deve ser muito maior do que os aplicados as bactérias plactonicas (KIM et al, 2002;
LUDENSKY, 2003; TURETGEN, 2011).

Cacador (2009} aponta que a escolha de um biocida deve considerar varios requisitos,
mas sempre tendo em vista que dificilmente se encontrara um tinico composto que cumpra todas
as exigéncias e, talvez, seja necessaria combinagdo de diferentes compostos. Os principais

requisitos a serem considerados s#o:

e Possuir atividade contra uma grande quantidade de microrganismos;

e N&o ser muito toxico para outras formas de vida;

¢ Biodegrabilidade;

s NHo ser corrosivo;

» Nio ter sua eficiéncia afetada pela presenga de matéria orgnica e inorgénica

¢ Nio ser responsavel pela desativagdo de outros aditivos presentes no sistema;
e Oferecer seguranga do ponto de vista da saide, do manuseio e armazenamento;

* Possuir estabilidade perante variagSes de pH e temperatura.

A eficiéncia de um biocida pode estar atrelada a alguns fatores ambientais, como a

velocidade de escoamento do liquido, tipo de biocida usado, sua concentragio e tempo de
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contato. Além da temperatura, pH, microrganismos presentes, a idade dos mesmos e qualidade
do biofilme formado, assim como a interferéncia de outras substincias dissolvidas, como célcio,
ferro e amdnio (BRAGA, 2004).

Outra forma de potencializar o controle microbioloégico € por meio do uso de
biodispersantes. Essas substincias possuem a capacidade de dissolver o glicocalice, substincia
mucilaginosa que aumenta a aderéncia dos microrganismos sobre superficies, servindo também
como abrigo, agrupando ¢ alojando células de outras espécies. Quando dissolve o glicocélice,
o biodispersante permite que o biocida penetre no interior do biofilme, matando células das
camadas inferiores de dificil acesso ou que estejam protegidas por essa substancia. (TROVATI,
2004)
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Estudar a diversidade microbiana presente em um torre de resfriamento de dgua de uma

fabrica de fertilizantes nitrogenados localizada no estado da Bahia.

4.2. Objetivos especificos

e Caracterizar fisico-quimica ¢ microbiologicamente a agua utilizada na torre de

resfriamento da fabrica de fertilizantes;

¢ Determinar a densidade de bactérias heterotroficas totais (BHT) ¢ bactérias oxidantes de

amonia e nitrito, sésseis e planctdnicas;

» Correlacionar os dados de densidade microbiana séssil obtidos pela contagem de unidades
formadoras de colénia (UFC) com os de biomassa aderida aos cupons, avaliada por um

método comercial (kit comercial HydroBio);
¢ (Correlacionar os dados de densidade microbiana séssil obtidos pela contagem de unidades
formadoras de coldnia (UFC) com os de biomassa aderida as 1dminas de vidro, avaliada

por método colorimétrico;

¢ Isolar e identificar os microrganismos presentes nas amostras da torre de resfriamento,
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5. MATERIAIS E METODOS

3.1. Local de coleta

O estudo foi realizado em uma torre de resfriamento de uma fabrica de fertilizantes
nitrogenados localizada em Camagari, Bahia. A torre em estudo possui capacidade de 1500 m?,
variag8o de temperatura de 30° C a 38° C. Possui metalurgia em material de ago carbono € ago
inoxidavel; e suas principais fontes de contaminagfio sfo amonia, uréia, dleo e didxido de
carbono. A torre estudada possui uma perda liquida total de 19 m®h! ¢ € abastecida por dois

pogos artesianos. O tratamento aplicado € com cloro gas.

5.2. Amostragem

5.2.1.Caracterizagio fisico-quimica de amostras de dgua da torre

Amostras de agua foram coletadas para avaliagfio dos seguintes parémetros fisico-
quimicos: pH, alcalinidade total, dureza de célcio, amédnio, condutividade, fosfato. As andlises

foram realizadas no laboratério de quimica da fabrica de fertilizantes.

5.2.2. Preparo dos corpos de prova

Laminas de vidro (76 x 26x 1,3 mm), cupons de ago inoxidavel AISI316 (76 x 13x 1,6
mm) ¢ biocupons de ago inoxidavel de 10 mm de didmetro foram utilizados como corpo de
prova para 0 monitoramento e andlise da microbiota séssil. Os corpos de prova foram escolhidos
de forma a representarem o material da torre de resfriamento estudada ¢ as ldminas de vidro
foram escolhidas por apresentarem, uma boa correlagfio com os dados obtidos quando se usou

cupons metélicos para o monitoramento de bactérias sésseis em torres de resfriamento.
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Antes de serem instalados na torre, os cupons ¢ biocupons de ago inox foram limpos
com papel absorvente para remogdo do excesso de 6leo, em seguida enxaguados com agua
destilada e imersos em tolueno para desengorduramento. Em seguida foi feita a imersio em
acetona por 5 minutos ¢ os mesmos foram secos em temperatura ambiente. J4 as laminas de
vidro foram lavadas com detergente neutro e enxaguadas com agua destilada. Depois imersas
em etanol 70% por 5 minutos e secas em temperatura ambiente. Apds o procedimento de
limpeza, ldminas ¢ cupons foram autoclavados e, depois, manuseados com luvas latex e
colocados suspensos no suporte plastico de PVC que foi instalado na torre. Biocupons de 10
mm de didmetro foram instalados na linha de retorno da dgua para torre de resfriamento
utilizando uma 4rvore de teste comumente usada em estudos de corrosdio e constituida de uma

bomba e linhas de PVC.

5.2.3. Coleta de amostras e transporte

Os corpos de prova permaneceram nas torres por sete dias e posteriormente foram
encaminhados ao laboratorio de Microbiologia Aplicada da Universidade Federal de Minas

Gerais para analises.

Ao serem retirados das torres, os corpos de prova foram imersos em 4gua destilada
estéril, para remog#o de microrganismos nfo aderidos. Seis laminas, seis cupons de ago inox e
quatro biocupons de ago inox foram armazenados em frascos contendo solugio salina (NaCl)
estéril a 0,85% de forma que: duas l14minas de vidro foram inseridas em tubo porta lAminas
contendo 35 mL (em triplicata) da solugdio; dois cupons de ago inox (em triplicata) foram
inseridos em tubos tipo Falcon de 15 mL contendo 10 mL da solugfo. Esses corpos de prova
foram usados para estimar a densidade de bactérias heterotroficas totais (BHT) bactérias

oxidantes de amdnia e nitrito sésseis.
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Figura 4: Quantidade de corpos de prova usados durante o experimento. Laminas, cupons ¢
biocupons de ago inoxidavel para avaliagfio de BHTSs e bactérias nitrificantes

2 laminas Triplicata
1
2 cupons Triplicata

2 biocupons

Duplicata

Fonte: ALVES (2016)

Além disso, fracos dmbar estéreis, contendo 0,1% de tiossulfato de sodio usado para
neutralizar a agfio do cloro residual, foram utilizados para coletar amostras da dgua (em
duplicata) das bacias das torres para quantificagdio de BHT e oxidantes de amoénia e nitrito

planctdnicas (Funasa, 2004).

5.3. Determinagiic da densidade de bactérias sésseis e planctonicas associadas a torre de

resfriamento

5.3.1. Avaliaco da microbiota séssil

Em laboratério, os corpos de prova foram submetidos a banho de ultrassom em aparelho
Ultra Cleaner 1650A, em trés séries de 2 minutos a 40Khz para que as células aderidas fossem

desprendidas dos mesmos. Depois, a solugdo foi homogeneizada e, entdo, plaqueada.
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O plaqueamento foi feito pelo método “spread plate” (Método Spread Plate 9215C,
APHA, 1998) a partir de aliquotas de 100 pL da amostra original ¢ também das diluigdes
seriadas (10”' a 10”), sendo realizado em duplicata para cada amostra.

Nos casos de amostras que apresentaram baixa densidade de bactérias — inferior a 30
UFC por placa — o método utilizado foi 0 da membrana filtrante. Aliquotas de 1 ou 3 mL (para
BHT) de cada amostra foram filtradas em membranas quadriculadas de nitrocelulose com 47
mm de didmetro e com didmetro de poro de 0,22 um. Ao final do processo de filtracdo, as
membranas foram transferidas para placas de Petri contendo o meio de cultura sélido
Reasoner’s 2A (R2A). Em seguida, as placas foram incubadas a 37° C por até 48 horas. Apds
o periodo de incubagdio, foi contado o nimero de colbnias em cada placa e a densidade de
microrganismos determinada em UFC mL"! e posteriormente, convertida em UFC cm™, de
acordo com a drea estimada para cada corpo de prova: as l1dminas de vidro tém drea de 38,71

2

cm?, os cupons de ago inox 18,75 em? e biocupons 0,008 cm?.

Para a determinagéo de bactérias oxidantes de amonia e nitrito sésseis ¢ planctonicas foi
utilizada a técnica do nimero mais provavel (NMP mL-'). Esse método permite estimar a
densidade da populagdo microbiana numa amostra sem a contagem individual das células ou
colonias. Assim, as amostras foram inoculadas em Caldo Amodnia-Carbonate de Calcio e
Nitrito-Carbonato de Calcio, em 3 séries de 5 tubos, sendo que em cada série foi inoculado 1
mL de cada diluig8o. Os tubos foram incubados a 37°C por 15 dias. Apos este periodo, foram
adicionadas 3 gotas (aproximadamente 150uL) do reagente de Griess-Illosvay aos tubos
contendo os indculos. O aparecimento da cor vermelho-plrpura ¢ indicativo da presenga de
nitrito, portanto o teste ¢ positivo para a presenga de Bactérias Oxidantes de amonia (BOA).
Para os tubos que nfio apresentaram resultado positivo para o grupo das oxidantes de aménia,
foi feito o teste para nitrato, adicionando uma gota do reagente de difenilamina. O aparecimento
de uma cor azul indica que o teste € positivo para presenca de Bactérias Oxidantes de Nitrito
{BON), ¢ também ¢ positivo para o grupo BOA pois sugere que o nitrito que havia sido
produzido pelas oxidantes de amdnia, representadas principalmente pelo género Nitrosomonas,
foi convertido em nitrato pelas bactérias oxidantes de nitrito (BON), representadas

principalmente pelo género Nitrobacter. Os resultados serfio expressos em NMP/mL.
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5.3.2 Microbiota planctdnica

As amostras de dgua coletadas na bacia da torre também foram submetidas 3
quantificagdo de BHT, BOA e BON, portanto, plaqueadas e incubadas da mesma forma como
descrito anteriormente, contudo sem passar antes por banho de ultrassom. E no caso da
filtragem dessas amostras, os volumes foram de 3 mL, 5 mL ou 10 mL. Apés incubagfo, o

numero de coldnias foi determinado em UFC mLL.

5.3.3.Avaliacfio da biomassa aderida a cupons de aco inoxidével pelo kit Hidrobio

Trés cupons de ago inox tiveram sua biomassa aderida avaliada seguindo as
recomendagdes do kit comercial Hydrobio® (BKG). Esse kit permite determinar a biomassa de
biofilme aderida em cupons de ago inoxidéavel, expressa em gramas por m? do cupom.

De acordo com a quantidade de biofilme aderido em cada cupom, o kit categoriza a
biomassa aderida em trés faixas: baixa quantidade de biofilme (5-15 g.m2); média quantidade
de biofilme (25 g.m?) e alta quantidade de biofilme (35-45 g.m?), Para as duas Gltimas
categorias, o kit adverte sobre medidas de ajuste no tratamento da 4gua com biocida; sendo que
para a segunda categoria o fabricante recomenda verificar o tratamento e para a Gltima categoria

a recomendacdo € de limpeza do sistema e ajuste do tratamento

Trés laminas de vidro também foram avaliadas quanto & biomassa aderida de forma a
determinar o indice de aderéncia (IA) microbiana as liminas, de acordo com um método
desenvolvido no laboratério de Microbiologia Aplicada que correlaciona absorbancia com

biomassa aderida 4s laminas expressas em g.cm™.

S.4.Isolamento e identificagio de bactérias sésseis e plancténicas presentes na torre de

resfriamento

Os diferentes morfotipos de BHT sésseis e planctdnicas obtidos foram isolados em

culturas puras ¢ identificados por método molecular. Para a manutencgo das culturas estoques,
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as bactérias foram mantidas em tubos contendo o meio Lignieri a 4 °C, e a - 80 °C em criotubos

acrescidos de 20% de glicerol.

5.4.1.Extracio de DNA

As células das amostras bacterianas cultivados em meio R2A foram utilizadas na
extracio do DNA gendmico pelo método descrito por Pitcher e colaboradores (1989).
Inicialmente as células foram ressuspendidas em 300 pl de tamp#io TE (Tris-HCl 10 mmol L~
LEDTA 1 mmol L', pH 8.0). Foram adicionados também uma porgdo de esferas de vidro aos
tubos que foram vortexados por 2 min. Apéds o periodo de incubagfo, as células foram lisadas
pela adigiio de 600 pL de solugio contendo tiocinato de guanidina 5 mol L' (Sigma), EDTA
(100 mmol L, pH 8,0) e sarcosil 0,5% (v/v) (GES reagent). Os tubos foram agitados por
inversio e incubados por 10 min. & temperatura ambiente para que ocorra a lise celular. Os
tubos foram resfriados pela incubagfo em banho de gelo por 2 min. e, a seguir, adicionados 300
uL de solugdo de acetato de amonio gelada (7,5 mol L™') e novamente agitados por inverséo e
incubados por mais 10 min. no banho de gelo. Apds esse periodo, 600 pL de uma mistura de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) foi adicionada aos tubos. Ap6s a homogeneizagéo da
mistura em agitador tipo vortex, os tubos foram centrifugados a 13000 rpm por 10 min. ¢ a fase
aquosa transferida para novos tubos nos quais fot adicionado o mesmo volume de isopropanol
gelado. Ao final desse processo, os tubos foram incubados a -20 °C por 12 h. Apés o periodo
de incubag¢3o, os tubos contendo as amostras foram centrifugados a 13000 rpm por 10 min para
precipitagdo do DNA. O sobrenadante foi descartado ¢ o “pellet” lavado duas vezes com etanol
70%. Apds evaporagio do etanol, os “pellets” foram ressuspendidos em 50 uL de dgua livre de
nucleases e estocados a 4 °C. A integridade do DNA foi avaliada em gel de agarose 1%, ¢ a

conceniragdo determinada em espectrofotometro NanodropTM 1000 a 260 nm.
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5.4.2 Amplificac8o por reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) de regides do gene do rDNA
168

A amplificagio de regides do gene do rDNA 16S foi realizada com a utilizagdio dos
oligonucleotideos iniciadores universais para bactérias 27F (5-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3") (Lane, 1991) e 806R (5'- GCG GAT CCG CGG CCG
CGG ACT ACC AGG GTA TCT AAT -3') (Lacroix et al., 1996). A reagfio de 50 pL foi
constituida de 10 puL de Taq Buf IVB (5X), 1uL de dNTP (10 mmol pL' de cada), 2 uL do
oligonucleotideo iniciador (10 pmol uL'), 0,5 pL de Taqg DNA polimerase (5U uL™)
(Phoneutria) e 2,0 uL de DNA (90-120 ng pL!). A amplificagio dos fragmentos de DNA foi
realizada utilizando o termociclador (Applied Biosystems) sob as seguintes condigdes:
desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 min. seguido de 26 ciclos com desnaturagéio a 94 °C por |
min., anelamento a 57 °C por | min. e extensfio a 72 °C por 1 min., finalizado por extensio
final de 72 °C por 5 min. (Kushmaro et al., 2006), com modificagdes. O produto da PCR foi
quantificado em espectrofotdmetro NanodropTM 1000 a 260 nm e a integridade do fragmento,
de aproximadamente 900 pares de bases, analisada por eletroforese em gel de agarose 1,0%

com a utilizag8o de um padrfio de DNA ladder 1Kb (Promega).

5.4.3, Purificacio dos amplicons

Para purificaggo dos produtos de PCR, os tubos foram adicionados de 11,25 pL de
EDTA (125 mmot L) e 135 pL de etanol absoluto. A mistura foi incubada por 15 min. &
temperatura ambiente ¢ em seguida centrifugada a 13000 rpm por 25 min a 25° C para
precipitagdo dos amplicons. O sobrenadante foi descartado ¢ aos tubos de microcentrifuga
foram adicionados 120 pL de etanol 70% (v/v). Os mesmos foram homogeneizados por
inversdo, centrifugados a 13000 rpm por 10 min a 25° C e o sobrenadante novamente
descartado. Apés total evaporagiio do etanol residual o produto foi ressuspendido em 10 pL de

agua livre de nuclease. O produto obtido foi quantificado em NanodropTM 1000 a 260 nm.
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5.4.4. Reaciio de sequenciamento

Os produtos de PCR obtidos foram sequenciados para fins de identificagfio das amostras.
Os fragmentos foram analisados no sequenciador automdtico ABI Prism 3100 (Applied
Biosystems). As sequéncias de nucleotideos foram editadas utilizando-se o programa Bio Edit
Sequence Alignment Editor 7.2.5 version (lbis Biosciences) e sempre que possivel as
sequéncias geradas pelos oligonucleotideos iniciadores “foward” e “reverse” foram alinhadas
para gerar sequéncias consenso (contigues) que foram comparadas com sequéncias génicas de
rDNA depositadas no banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) usando o
servidor Blast do National Centre for Biotechnology Information - NCBI (Altschul et al., 1997).
O isolado, para ser considerado pertencente a uma determinada espécie, terd que apresentar
similaridade de pelo menos 97% a outra sequéncia ja depositada no GenBank (Stackebrandt e
Goebel, 1994).

Sequéncias da regifio 16S que apresentaram identidade igual ou superior a 97% e ainda
mantiveram uma posigéo taxondmica inconclusiva foram submetidos a anélise filogenética no
software MEGA 6.0 (Tamura ef al, 2011). Essa analise foi feita a partir da comparaco das
sequéncias de todas as possiveis espécies relacionadas a bactéria isolada, incluindo espécies
tipo. O método da probabilidade composta € usado para estimar distdncias evolutivas com
valores de bootstrap calculados a partir de 1000. A bactéria isolada foi identificada de acordo

com a sequéncia que exibir menor distdncia evolutiva (Ferreira ef al, 2015)



6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1. Caracterizacio fisico-quimica da agua da torre de resfriamento e da agua clarificada

Os corpos de prova ficaram na torre de resfriamento durante 7 dias, a primeira coleta
compreendendo o periodo entre 5 a 11 de margo de 2015 e a segunda coleta entre os dias 12
19 de mar¢o do mesmo ano. Durante o periodo em que as amostras ficaram na torre de
resfriamento, foram realizadas analise de alguns pardmetro fisico-quimicos pelo laboratério
localizado na fabrica, os valores obtidos se encontram na tabela 3. Ha ainda outros fatores de
interesse a serem avaliados devido & sua influéncia na comunidade microbiana envolvida
naquele sistema, como nitrito, nitrato e teor de ferro € manganés. Entretanto os mesmos néo
foram quantificados durante os periodos da coleta da torre. Segundo SENEVIRATNE (2007)
os dois tltimos estdo relacionados a incrustagdo € o manganés também afeta o processo de

COIrosao.

Tabela 3: Pardmetros fisico-quimicos da torre de resfriamento IV durante as duas coletas

Pard Primeira coleta Segunda coleta
AEAMEtng Maximo Minimo Meédia Maximo  Minime Média
Cafcatiyiiade 1243 1158 1209,3 1152 956 1045
{(uS.cm)
Alcalinidade total
(mg CaCO’L™) 106,0 48,3 81,0 131,7 78,0 100,0
Aménio (mg.L™h 0,4 0,1 0,2 1 0,2 0,3
Magnésio (mg.L™) 42,5 31 36,8 - - -
Dureza
(mg CaCO? L) 121 118 119,5 238 24 96,3
pH 8.4 7.6 8.1 8.5 8 8.3

Fosfato (mg.L™) 35,6 3,9 9,8 9,8 3,85 7,5
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A condutividade esta relacionada com os solidos dissolvidos na dgua e esses valores,
quando elevados, também afetam no processo de corrosdio da superficie metélica; o indicado
sdo niveis inferiores 8 4000 pS.cm. Pode-se observar que nas amostras esses valores estfio

dentro da faixa 6tima de operagio em ambos periodos de coleta (ALVES, 2016).

J4 o controle dos pardmetros alcalinidade e dureza esta relacionado ao fato de os mesmos
indicarem a presenca de carbonatos, bicarbonatos, cédlcio e magnésio, os quais podem ocasionar
em incrustagBes. Os valores encontrados nas duas coletas estio dentro da faixa recomendada,
inferiores & 400 ppm CaCOs. (TROVATI, 2004)

Alguns estudos também apontam limites internacionais para pardmetros quimicos para
agua de reuso ou para circuitos de resfriamento de d4gua. Os valores aceitdveis para o ion amonio
devem ser inferiores & 1,0 mg.L", e foi possivel constatar que esse pardmetro estava adequado
em ambas as coletas. O fosforo, assim como o nitrogénio, é um elemento importante para o
crescimento de microrganismos e ¢ medido pelo pardmetro fosfato. Os valores aceitdveis sdo
inferiores & 4 mg.L"!, e foi possivel observar que os valores medidos se encontram, em média,
acima do recomendado (9,8 mg.L' na primeira coleta e 7,5 mg.L"! na segunda coleta)
(MACHADO, 2005)

O pH em ambas as coletas se apresentou dentro da faixa recomendada, entre 6,5 ¢ 8,5.

6.2. Avaliacio da densidade microbiana associada a torre de resfriamento

Os valores das densidades de bactérias planctonicas e sésseis associadas & torre nas duas

épocas de coleta estdo apresentados na tabela 4.
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Tabela 4: Densidade média de bactérias heterotroficas totais planctbnicas e sésseis encontradas
nas coletas

Planctdnica (UFC mL1)Y

Coleta 1 Coleta 2

1,39 x 104+ 9,72 x 103 -
- R Séssil (UFC em2)¥

Corpos de prova Coleta 1 Coleta 2
Laminas de vidro 132x10°%696x 10° 2,89 x 103,10 x 102
Cupons de ago inox 1,28 x 10°+ 1,27 x 10* 5,68 x 107 £5,77 x 102
Biocupons de ago inox 1,23 x 10° =

YJFC mL™": Unidade formadora de coldnia por mililitro, “UFC cm™: Unidade formadora de coldnia por centimetro
quadrado, - andlise ndo realizada devido a perda da amostra durante o transporte do local de coleta ao local de
analise

Os valores de BHT planctonicas na coleta 1 foi inferior & 10* UFC mL™, dessa forma se
encontram de acordo com recomendaggo do Instituto de tecnologia de resfriamento (Cooling
Technology Institute — CTI). Veiga et af (2010} em seu trabatho também obteve valores dentro
do indicado pelo instituto ao realizar um estudo para avaliar o efeito da manutengéo do cloro
residual livre na bacia de trés torres de resfriamento piloto de uma refinaria de petroleo. Em seu
trabalho, Peres ef al (2008) avaliando diferentes tratamento da dgua de resfriamento de uma
industria siderirgica e a presenga de microrganismos planctdnicos verificou que a contagem de

BHT também estava de acordo com os valores recomendados pelo CTI.

Quanto as BHTs sésseis, o instituto recomenda valores inferiores a 10° UFC cm?, os
valores determinados para ldminas de vidro e cupons de ago se adequaram & recomendagfo,
porém, observa-se que os biocupons obtiveram maior adesdo de microrganismos que o ideal,
uma provavel explicagfdio para essa diferenga ¢ o formato do material que pode ter propiciado
um maior desenvolvimento do biofilme formado nele. Dentre os demais corpos de prova, os
cupons tiveram uma maior formagdo de biofilme pouco superior ao das laminas na primeira
coleta e néo foi observada diferenca significativa entre os corpos de prova na segunda coleta.
Observando os dados das ldminas e dos cupons, pode-se perceber que houve maior adesdio na
primeira coleta, essa alteragdo pode ter sido referente & influéncia dos pardmetros fisico e

quimicos na eficicia do tratamento realizado pelo adigfo do cloro gas.
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Um estudo realizado por Veiga ef al (2010} avaliou também as bactérias aderidas em
corpos de prova de diferentes materiais: ago carbono, cobre € ago inox. O estudo fez uma
comparacdo entre periodos de permanéncia de 9 e 31 dias nas torres de resfriamento. Nesse
caso, os autores observaram uma diferenca na adesfo entre as datas de andlise € do corpo de
prova utilizado, sendo que cada material teve um comportamento diferente quanto aos periodos

de coleta. Em geral, poucas amostras ultrapassaram os valores recomendados pelo CTL

Essa varia¢fio quanto a adesfio & corpos de prova pode ser devido as interaces fisico-
quimicas que o biofilme possui com o substrato, algo que acredita-se ter influéncia sobre a
formacdo do mesmo. Estudos comparativos entre corpos de prova indicam haver uma diferenga
na adesdo para variados metais, isso ocorre devido ao comportamento que cada material possui
referente ao ataque corrosivo € a colonizagéo por microrganismos. Quanto ao vidro, estudos
apontam que sua adesfio ¢ inferior @ que ocorre em metais. (ALMEIDA er al, 2002;
TURETGEN, 2007).

A densidade de bactérias oxidantes de aménia (BOA) e nitrito (BON) plancténicas e
sésseis presentes em amostras da bacia da torre foram quantificadas pela técnica do nimero

mais provavel (NMP) e os valores obtidos se encontram na tabela 5.

Tabela 5: Densidade de bactérias oxidantes de amodnia (BOA) ¢ nitrito (BON)

Plancténica (NMPmL 1)V

Coleta BOA BON
1 >5,45x10° 1,17 x 10?
2 >6,77x 10° 1,43 x 10° )
Séssil (NMPem2)¥
Coleta — = _ EN
Cupom Lémina Cupom Limina
! 2,84 % 10° 6,89 x 102 142 x 10° 0
2 3,15x 10 1,38 x 10° 3,47x 107 6,89 x 10?

NMP mL-': Namero mais provavel de bactérias por mililitro, “NMP cm%: Namero mais provavel de bactérias

por centimetro quadrado
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Os grupos BOA e BON foram observados dentre a microbiota séssil ¢ plancténica das
duas coletas, exceto na avaliagfio da microbiota séssil das 1dminas de vidro da primeira coleta.
De modo geral, a densidade de BOA e BON variou com a época de amostragem e com o corpo
de prova analisado. Os valores para a microbiota planctdnica foram maiores na segunda coleta.
Em relago a microbiota séssil, os cupons foram os corpos de prova que tiveram maior adesfio
na primeira coleta. J4 na segunda coleta, houve predominéincia nas lminas de vidro. De forma
geral, foram encontrados mais bactérias nitrificantes plancténicas na segunda coleta ¢ a
prevaléncia desses organismos na forma sésseis na primeira coleta. O material do corpo de
prova pode ter influenciado na aderéncia dos organismos do grupo das nitrificantes também,
ocasionando na major adesfio no material de ago do que no de vidro. E as condi¢des ambientais
entre as coletas pode ter afetado a presenga de bactérias na forma planctdnica e séssil, pois foi

verificada variag3o entre os pardmetros fisico-quimicos entre as coletas.

2

E possivel que os dados da densidade de bactérias oxidantes de amdnia planctdnica
possa estar subestimada, uma vez que as dilui¢es utilizadas apresentaram resultados positivos
para todos os tubos. Este padrio € analisado quando todos os 5 tubos das diferentes diluigSes
analisadas ddo positivo, dessa forma o valor fornecido pela tabela para quantificaciio de

bactérias é superior a 1600, o que resulta em imprecisio.

Esta variagdo na densidade de BHT, BOA ¢ BON em fungio do material do corpo de
prova ja foi relatada em outros estudos. Alves (2016), realizando estudo semelhante em outra
torre da mesma fébrica de fertilizantes observou uma variagio entre a época das coletas ¢ o
corpo de prova utilizado, mas a aderéncia foi significativamente maior nas l4minas de vidro
paras as BHT, ja as diluig&es utilizadas para quantificar as bactérias nitrificantes niio se mostrou

suficiente.

6.3. Avaliacio da biomassa aderida aos corpos de prova a partir de métodos

colorimétricos

Para facilitar andlises necessdrias nos mais diversos seguimentos industriais, diversas
metodologias sdo propostas. A utilizagio de métodos colorimétricos objetiva tornar mais
simples a quantificacfio de microrganismos sésseis. Para verificar a eficdcia de alguns desses

métodos, foi feita uma comparagdo dos dados obtidos através da metodologia de contagem das
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unidades formadoras de colénia (UFC) com os dados do teste usando o kit da Hydrobio®
(BKG) para os cupons de ago inox. Ja para as laminas de vidro, foi feita uma contraposiciio

entre os valores obtidos pelo método do indice de aderéncia (1A).

A determinagdo da biomassa do biofilme utilizando o kit da Hydrobio é feita
comparando a cor observada nos cupons com uma escala de cor fornecida pelo fabricante que
¢ correlacionada com a biomassa do biofilme em g.m (Figura 4). Os valores da biomassa
associada a cupons de ago carbono corados corresponderam a 15 g.m para a primeira coleta e

5 g.m™ para a segunda.

Figura 5: Metodologia para utilizagfo do kit Hydrobio®.
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E possivel perceber que houve uma diminui¢io na densidade de BHTSs entre a primeira
e a segunda coleta, assim como havia sido verificado pela metodologia de determinagfio da

densidade baseada em dilui¢fio seriada e plaqueamento em meios de cultivo padrio.

O kit ainda possibilita avaliar se essa concentragfio de biofilme € considerada baixa,

média ou alta constituindo risco para a torre. Através da escala é possivel concluir que a
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biomassa do biofilme néo impde risco de corrosdo ao sistema e que o controle microbiano estd

adequado.

Outro método indireto utilizado é o de [ndice de aderéncia (IA) o qual é patenteado por
pesquisadores do Laboratério de Microbiologia Aplicada e a equipe do Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento da Petrobras (CENPES). Nela, os valores de indice de aderéncia medidos a
531 nm séo correlacionado com a biomassa de biofilme aderido & ldminas de vidro, usando a

seguinte expressdo matemadtica: Y = 0,1243 X, em que a vartdvel “y” se refere ao valor de

absorvancia a 531 nm e “x” a densidade microbiana expressa em g.cm.

A tabela 6 apresenta os valores obtidos para cada coleta, os dados indicam um pequeno
aumento na densidade microbiana entre a primeira e a segunda coleta, com uma diferenga muito
pequena, realizando a andlise de teste de varidncia e anélise de varidncia (ANOVA), pode-se
dizer que esses valores s#o estatisticamente iguais. Comparando esses valores com os obtidos
analisando UFC, pode-se verificar que esta metodologia mostravam uma queda na presenga de
microrganismos. Essa disparidade pode estar relacionada a diversos fatores, como o fato de que
ambas metodologias colorimétricas avaliam a biomassa total em que sdo quantificados outros
grupos microbianos que no crescem no meio de cuitivo para BHTs ou mesmo organismos que

ndo sfo cultivaveis.

Tabela 6: indice de aderéncia das laminas depositadas na bacia da torre [V

indice de D.e ns1d-ade
- microbiana
aderéncia 2
(g em™)
Primeira 0.2 + 0,06 1.6
coleta
Segunda 022 4 0,02 1.8
coleta

g cm™= grama por metro quadrado

Assim, percebe-se que os métodos colorimétricos possuem uma correlagdo com os
dados obtidos pela contagem de Unidades Formadoras de Coldnias. Os resultados podem varia
porque esses métodos quantificam toda a biomassa presente no corpo de prova, o que pode ser

uma vantagem, além de que também permitem obtengio de resultados de forma mais rapida.
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6.4. Isolamento e identificagio de bactérias sésseis e planctbnicas presentes na torre de

resfriamento

Foi possivel isolar 41 diferentes morfotipos a partir do crescimento em meio de cultura
das amostras coletadas na bacia da torre. Foram analisadas caracteristicas morfolégicas de cor,
brilho, forma da borda, superficie, elevagio, centro e consisténcia. A descriciio destas
morfoespécies estdo apresentadas no apéndice (A). A identificagfo dessas amostras foi feita por

meio do sequenciamento de regiGes do rDNA 16S (Tabela 7).

Foi possivel isolar 34 bactérias na primeira coleta ¢ 7 na segunda coleta. Isso aponta
como a diversidade de bactérias diminuiu entre as andlises. Até a conclusio desse trabalho, 10

amostras ndo haviam sido sequenciadas e niio foram identificadas as espécies de 18 amostras.

No total, foram encontrados 6 géneros diferentes: Pseudomonas, Acinetobacter,
Bacillus, Aeromonas, Chryseobacterium ¢ Stenotrophomonas, Enquanto representantes de
todos esses géneros foram observados na primeira coleta, na segunda, somente amostras de
Pseudomonas foram observadas, provavelmente como resultado do efeito dos pardmetros
fisico-quimicos sobre o tratamento microbiano com cloro em gés aplicado durante a segunda
coleta que, além de reduzir a densidade da microbiota, reduziu também a diversidade. A figura
5 apresenta a percentagem dos diferentes géneros isolados nas duas coletas. E possivel observar
que mais da metade das bactérias cultiviveis isoladas da torre sdo pertencentes ao género

Pseudomonas.
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Figura 6: grafico com percentual dos géneros que foram identificados dos isolados das duas

coletas.
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Tabela 7: Densidade dos géneros isolados por coleta e na forma planctdnica ¢ séssil

Género / espécie

Acinetobacter sp
A. junii
A. baumarnii
A. venetianus
Aeromonas veronii
Bacitlus sp
B. thuringiensis
Chryseobacterium hispalense
Pseudomonas sp
F. otitidis
P. stutzeri
P. guezennei
P. chengduensis
P. pseudoalcaligenes

P. alcaliphila

Biocupom (UFC em™®)

Coleta 1

250X 107

193X 10°
238X 10°
6,00 X 108

Coleta 2

Séssil

Cupom (UFC cm™?)

Coleta 1
491X 104

2,67X 10
1,33 X 10°
9,44 X 107
1,67 X 10

Coleta 2

5,65 X 10°

Lamina (UFC cm™®)

Coleta |
2,51 X 10°
9.04 X 102
1,06 X 10°
452X 10
1,36 % 10°
9,00 X 10°

1,81 X 102

Coleta2

8,14 X 10

Plancténica (UFC mL-)

Coleta |

5,62 X 10°
1,80 X 10*
1,16 X 10°
364X 10¢

Coleta 2



Stenotrophomonas sp
4B4
4B5
4B6
4B8
4814
4B27

4B28
4B31
4B32
4B34

Total

493X 10°

2,19X10°
3,76 X 10°
1,50 X 103
1,63 X 106%
231X 10°
2,67X10

9,42 X 10

1,59 X 10°
1,09 X 102

735X 10°

4,52 X 10

2,54 X 10°

1,01 X 16°
452X 10
L,14X10°

7,16 X 198
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A tabela confirma a predominéncia de bactérias do género Pseudomonas sp. Esse género
¢ formado por bactérias gram-negativas, aerobias, néio formadoras de endosporos, com formato
de bastonete e a maioria possui flagelos que lhe conferem mobilidade. Algumas espécies so
fluorescentes e outras nfo. Crescem em pH neutro, a temperatura 6tima para as espécies do
género ¢ aproximadamente 28° C. O pH durante as coletas foi de 8,1 e 8,3, proximo a
neutralidade e as temperaturas da torre sdo pouco superiores a dtima, sendo entre 30°C e 38°C,

condigdes que permitem a presenca desse género (CAIXETA, 2008; OLIVEIRA, 2013).

Algumas espécies sfo patogénicas para humanos, animais e plantas. Outras, como a
P.strutzeri e a P.pseudoalcaligenes, podem metabolizar diversos substratos, sendo utilizadas
em processos de biorremediagio e tratamento de aguas residuais (LEAL,2015;
MICROBEWIKI, 2012; SILLANKORVA, 2004).

Como pode ser observada na tabela anterior, bactérias do género Acinetobacter sp foram
isoladas na primeira coleta na forma séssil (cupons e ldminas) e planctdnica. As bactérias
pertencentes a esse género possuem a forma de bacilo, séo imodveis, gram-negativas e néo
formam esporos. Estdo presentes na agua solo e microbiota de humanos e animais, por terem
uma alta versatilidade nutricional e metab6lica. E necessario um cuidado com os organismos
desse género, pois ¢ um patdgeno oportunista relacionado com casos de pneumonia e que
acomete, principalmente, pacientes imunodeprimidos e internados em unidades de terapia
intensiva. O tratamento muitas vezes ¢ complicado pois a bactéria pode apresentar resisténcia
a diversos medicamentos e facilidade em se adaptar a ambientes hostis, com diferentes
condi¢des de temperatura e pH (LUZ, 2010; MARTINS, 2010; TAKAGI, 2011).

Estudos de monitoramento da qualidade microbiolégica de dgua purificada para uso em
ambiente de saude (MARTINS, 2002) e no esgoto doméstico e hospitalar (FERREIRA, 2015)
isolaram diferentes espécies patogénicas do género. Representantes do género também ja foram
descritos em uma torre de resfriamento de uma fabrica de substincias quimicas na China
(WANG et al, 2013).

Aeromonas sp, Bacillus sp e Chryseobacterium sp foram encontrados apenas na
primeira coleta e nas ldminas de vidro. O primeiro gé€nero possui a forma de bacilos, sendo
gram-positivas, anaerdbias facultativas e encontrado frequentemente em ambientes aquaticos.
Eventualmente sfo patogenos de répteis, mamiferos e humanos imunocomprometidos. Nesses

ultimos pode causar gastroenterite, diarreia e, principalmente, infeccdes respiratérias e
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generalizadas. O tisco da presenga desses microrganismos é que o contdgio pode se dar pelo

contato de feridas com a dgua contaminada ou da ingestfo da mesma (MARQUES, 2011).

O isolado identificado ainda possui a capacidade de formar biofilme, o que o torna mais
resistente a desinfetantes. A maioria das espécies cresce bem a 37° C, mas sua temperatura
tima se encontra na faixa entre 22° C e 28° C ¢ o pH entre 5,5 ¢ 9 (MARQUES, 2011). A
temperatura da torre em estudo se encontra na fajxa entre 30° C e 38° C, supetior as suas
condigdes 6timas de crescimento, mas o pH na torre na época em que foi isolado se encontrou

dentro da sua faixa 6tima (8,1).

Ja o género Bacillus ¢ composto por bactérias gram-positivas, aerdbias ou anaerdbias
facultativas, com formagfio de esporos resistentes ao calor, frio, radiagfio, dessecacdo ¢ a
desinfetantes. S#o de natureza ubiqua, colonizando solo, 4gua, pé do ar, microbiota intestinal
do homem e outros animais. E um grupo diversos, que inclui espécies patogénicas e outras que
sintetizam importantes antibidticos (MARANGONI, 2010; MICROBEWIKI, 2010),

A presenca desses organismos em torre de resfriamento é comum. Bactérias esporuladas
como o0s Bacillus sp causam problemas devido sua capacidade em formar biofilme e esporos de
dificil destrui¢dio. O pH ideal para o género é de 5 a 8 e a temperatura se encontra na faixa entre
20° C ¢ 40° C, a torre 1V se encontrava dentro dessas condi¢Bes nos perfodos de estudo
(MACHADQO, 2005).

Quanto ao género Chryseobacterium, inclui bacilos gram-negativos, nio méveis, e sio
comumente encontrados em solo, d4gua doce, esgoto e em associagdo com plantas, entre outros.
Algumas espécies possuem a capacidade de reduzir nitrato e nitrito. E um patégeno ambiental
oportunista, podendo causar bacteremia, meningites, sépsis abdominais e infecgfio de feridas.
O controle de sua presenca ¢ dificultado por ser uma bactéria multirresistente a antimicrobianos
(MIGUEL, 2011; DIAS, 2007).

Em estudo que buscava avaliar a formagfo de biofilmes em diferentes condigdes e
demonstrar a equivaléncia entre as bactérias presentes nesses, realizou testes em uma planta
industrial alimenticia ¢ em um domicilio localizado em Tokyo. As coletas foram feitas em uma
torre de resfriamento € no encanamento do banheiro (FURUHATA ef a/, 2008). Foram isolados

nesses ambientes os géneros Pseudomonas, Aeromonas, Chryseobacterium ¢ Acinetobacter.

O género Stenotrophomonas foi identificado apenas para uma amostra bacteriana

isolada de cupom. Sdo organismos gram-negativos, aerdbios obrigatérios e mdveis por flagelo
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polar. Podem ser patogenos do trato respiratério humano acometendo pacientes com baixa
imunidade e sio multirresistentes 4 medicamentos devido, principalmente, 2 sua variabilidade
genética, que facilita sua adaptagio a novas condigSes ambientais e sua capacidade de adquirir
genes de resisténcia através de outras bactérias ja adaptadas. Esse processo é conhecido como
Transferéncia Genética Horizontal (TGH) (BROOKE, 2012; KRAENKEL, 2013).

Um outro estudo conduzido por Alves (2016) durante o mesmo periodo em outra torre
de resfriamento da mesma fabrica apresentou uma maior densidade e diversidade microbiana,
Foram isoladas 81 amostras ¢ 16 géneros distintos, dentre eles se encontraram algumas das

amostras isoladas da torre IV: Aeromonas sp, Bacillus sp, Pseudomonas sp ¢ Stenotrophomonas

sp.

Observando a adesido desses microrganismos nos diferentes corpos de prova testados,
pdde-se perceber que houve uma maior diversidade na primeira coleta realizada na 1dmina de
vidro, isso possivelmente porque os compostos quimicos usados para tratamento possuem uma
reagdo com o material que serve de substrato, o que pode ter ocasionado nessa variedade de

organismos na 1dmina de vidro.

A resposta das bactérias ao tratamento por biocida utilizado ¢ determinado pela natureza
do agente quimico e o tipo de organismo envolvido. Organismos em biofilme possuem maior
protegdo que os sésseis, ¢ a densidade dos mesmos também pode afetar na ago do composto
quimico. Bactérias gram-negativas costumam ser menos sensiveis & aplicagio de tais
compostos, a propriedade de formar endbsporos também permite maior resisténcia
(MORENTE et al., 2013). O composto quimico aplicado também possui diferente interacdo
com os maios variados organismos, o cloro em gis, tratamento utilizado na torre em estudo
possui diferente relagdo com alguns dos géneros isolados na torre IV. Foi observado que
algumas espécies de Pseudomonas sp. sdo resistentes ao cloro (ALVES, 2014), esporos de

organismos do género Bacillus sp. sdo mais resistentes a desinfecges que todos os tipos de

bactérias (LOURENCAOQ, 2009)
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7. CONCLUSOES

No presente trabalho observou-se que houve variagio na densidade bacteriana
plancténica e séssil durante as coletas realizadas. Essa diferenciagfio pode estar relacionada as
variagdes das condigdes fisico-quimicas da torre estudada, a qual pode ter influenciado na
eficdcia do tratamento com cloro em gés na torre nos diferentes periodos. O formato do
biocupom pode ter ocasionado na adesio superior aos demais corpos de prova. E em relagiio 4
formagdo do biofilme no ago inox e no vidro, a diferenciagéo pode ter ocorrido devido 3
interagfio do mesmo com o material do substrato, estudos relatam uma maior adesio de

biofilmes em metais do que em vidro.

A diversidade também variou entre as anélises, podendo estar atrelada também &s
condigdes ambientais geradas pelos parimetros fisico-quimicos e o biocida empregado. Na
segunda coleta apenas foram isolados organismos sésseis do género Pseudomonas. Enquanto
na primeira coleta, além desse género, também foram encontrados na forma séssil e planctdnica:
Acinetobacter, Aeromonas, Bacillus, Chryseobacterium e Stenotrophomonas. Também foi
observada maior diversidade na lamina de vidro, possivelmente devido & diferente agdo do

biocida na presenga de diferentes materiais.

O estudo também permitiu perceber que os métodos colorimétricos possuem uma
correlagéio com os valores utilizados na metodologia de quantificaciio de unidades formadoras
de colbnia, porém os dados podem divergir pois esta avalia apenas grupos microbianos
cultivaveis em meio para BHTs enquanto os métodos colorimétricos avaliam a biomassa total,
apresentando assim uma vantagem em relagdo ac método tradicionalmente utilizada, além de

demandarem avaliagdes mais rdpidas.
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APENDICE (A): DESCRICAQ DE MORFOESPECIES ISOLADAS

TN T, T M, e o e,y
=

Isolados Tore 4
| Corpo de prova Brlho Borda Superficie Ele Centro Consisténcia
vata de Cédigo Lamina, dgua Cor
“slamento cupom, Opaca Brilhante |Freguar| Regular Lisa Rugosa Concavo|Corvexo| Plana | Ciaro | Escure |Cremosa| Saca |Muccide
biecupom
7/03/2015] 4B1 Cupom Branca X X X X X
23R2015] 4B2 Cupom Transparente e mamom X X X X X X
1/1032015] 4B3 Cupom Branca X X X X x
"m3:2015| 4B4 Cupom Brarca X % X X X
10322015] 485 Cupom Transparerts e amarela X X X X X X
17/032015] 486 Cupom Transparente & amarela X X X X X X
(I 23/2015| 4BT Cupom Branca transparente X * X X X %
1//03/2015| 488 Cupom Branca X X X X X
“03/2015| 489 Cupom Transparente X X X ] X X
0372015 4B10 Cupom Amarela X X X . X
l 17/032015| 4B11 Cupom Branca X X X X X
J3/2015] 4B12 Cupom Transparerte X x X X X
17/02/2015] 4813 Cupom Branca X X X X X
"N32015]| 4814 Cupom Branca X X X X X
.0372015| 4B15 Limina Amarela X X X x X
AT032015] 4B16 Lamina Branca X x X X X
J32015] 4B17 Lamina Branca X X X X X
17/03/2015] 4B18 Lamina Transparente X X X X X
" 032015] 4B19 Lamina Transparente X X X X X X
..10372015| 4B20 Biocupom Amarelo Claro X h.S X X X X
“TRA2015| 4B21 Biocupom Transparente X X X X X X
03/2015| 4822 | Biocupom Transparente X X X X X X
17/0372015| 4B23 | Biocupom Amarelo Claro X X X X X X
132015] 4B24 Lamina Brarca x X X X X
.. 032015] 4825 Lamina Brarca X X X X X
2703/2015] 4B26 Lamina Branca x X X X X
J32015| 4B27 | Lamina Transparerte X X X X % X
23/03/2015| 4B28 Cupom Transparente X b.S X X X
J32015| 4829 Cupom Transparente X X X X X
=3/032015| 4830 Cupom Branca X X X X X
’ 1032015 4831 Cupom Transparerte X x X X X
J32015]| 4832 Lamina Transparente x X X x X
230272015 4833 Lamina Transparente X X X x X
12/2015| 4B34 Lamina Amarela X X X X X
/0372015 4P1 A Transparente com o certro amarelo | X (borda) | X (centro) | X X {centro) X {borda) X X X
- "p32015| 4P2 Agua Transparerte X X X X X X
/032015 4P3 Agua Amarelo Clarg X X X X X X
17/0372015| 4P4 Agua Transparente X (borda) | X (centro) | X X {certra) X (bordal X X X
132015] 4P5 Agua Branco X X X X X X
10/032015| 4P7 Agua Transparente X X X X X X
10372015| 4P8 Agua _ Transparerte X A X (borda intema) | X (borda externa) | X X X
032015 4Pa Agua Transparerte X x X X | X




