
+
CEFET-MG

CENTRO FEDERAL DE EDUCA(,Ao TECNOL6GICA DE MINAS GERAIS

DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGI A AMBIENTAL

CURSO DE GRADUA(,Ao EM ENGENHARIA AMBIENTAL E SANITARIA

AVALIA(.'Ao DA MICROBIOTA S£SSIL E PLANCT6NICA ASSOCI ADA A TORRES
DE RESFRIAMENTO DE UMA FABRICA DE FERTILIZANTES NITROGENADOS

ANA LUIZA CORDEIRO

BELO HORIZONTE

20 1 6



ANA LUIZA CORDEIRO

AVALIA(,',40 DA MICROBIOTA sEssIL E PLANT6NICA ASSOCIADA A TORRES
DE RESFRIAMENTO DE UMA FABRICA DE FERTILIZANTES NITROGENADOS

Trabalho de conclusao de curso apresentada

ao Centro Federal de Educagao Tecno16gica

de Minas Gerais como pr6-requisito para
obtengao do titulo de Engenheiro Ambiental

e Sanitarista.

Orientador: Prof. Dr. Wagner Guadagnin Moravia

Co-orientador: Prof’. Dr. Vera L6cia dos Santos

BELO HORIZONTE

2016



&
Sewigo Pablico Federal – Minist6rio da Educagao

Centro Federal de Educagao Tecno16gica de Minas Gerais
CURSO DE GRADUAq'AO EM ENGENHARIA AMBIENTAL E

SANITARIA

ATA DE DEFESA FINAL
TkABALHO DE CONCLUS,IO DE CURSO II

Aos 29 (vinte e nove) dias do mEs de junho de 2016, as 14h30min, no Campus I do
Centro Federal de Educagao Tecno16gica de Minas Gerais, reuniram-se os Membros: PROF.
WAGNER GUADAGNIN MORAVIA (ORIENTADOR), PROF’. VERA LCCIA DOS
SANTOS (CO-ORIENTADORA), ALINE DANIELA LOPES JtJLIO e ANDREA LIMA
ALVES, para participarem da banca de avaliagao do Trabalho de Conclusao de Curso intitulado:
“AVALIA(,Ao DA MICROBIOTA sEssIL E PLANCT6NICA ASSOCIADA A TORRES DE
RESFRIAMENTO DE UMA F,4BRICA DE FERTILIZANTES NITROGENADOS.” de autoria

da aluna ANA LUIZA CORDEiRO – matricula 201012080285, do curso de Engenharia
Ambiental e Sanitaria.

Uma vez avaliado, o trabalho foi declarado:

(K) Aprovado
( )Aprovado com ressalvas.
( )Reprovado.

Ressalvas:

Banca Examinadora
Belo Horizonte, 29 de junho de 2016

hr

\n %J'&& Art, go,„ah
Co-orientadora: ProF. D.Sc. Vera Lacia dos Santos

Eh£7TRUE.Ei.Hi,"
,I,=,i IS.asTO: Al:Tim,N„=

Coordenagao do Curso de Engenharia Ambiental e Sanit£ria

Centro Federal dc Educaqao Tccno16gica clc Minas Gcrais
Av. Anlazonas 5.253 – Nova Suiga – BeIo Horjz(Into – MG Brasil ( -EP: 3 o.421 -169
Tclcfonc: +55 (3 1 ) 3319-7120



ANA LUIZA CORDEIRO

AVALtAQAO DA MICROBIOTA sEssIL E PLANT6NICA ASSOCIADA A TORRES
DE RESFRIAMENTO DE UMA FABRICA DE FERTILIZANTES NITROGENADOS

Trabalho de conclusao de curso apresentada

ao Centro Federal de Educagao Tecno16gica

de Minas Gerais como requisito parcial para

obteng50 do titulo de Engenheiro Ambiental

e Sanitarista.

Data: ah J nT / JL

ler Guadagnin Moravia – Cefet-MG - OrientadorProf. Dr

k P,y„„.
Ana Luiza Cordeiro



AGRADECIMENTOS

A Deus por estar sempre iluminando meu caminho e me conduzindo nas dificuldades

A meus pais que, com grande esforgo e sacrificio, se empenharam em me dar uma educagao

sem a qual nao estaria hoje aqui. Tamb6m gostaria de agradecer-Ihes por sempre acreditarem

no meu potencial, por me fazerem buscar sempre mais e por serem exemplo de bons

profissionais.

Aos professores Wagner e Vera, meus orientadores da monografia, por me ajudarem na

elaboragao do trabalho. Em especial a professora Vera, pela oportunidade que me dcu de

trabalhar no laborat6rio de microbiologia aplicada, onde tive a chance de aprender muitas coisas

e amadurecer,

A Andrea e D6bora, que sempre estiveram dispostas a me ajudar, independente da davida e da

dificuldade que tivesse. Pude aprender muito nesse periodo trabalhando com elas.

A Nayara, Cecilia e Francielle, minhas amigas desde sempre que, por todos esses anos,

permitiram momentos de descontragao que faziam com que me esquecesse dos problemas que

me importunavam a mente. O mesmo a minhas irmas Marina e Danielle, por serem as minhas

primeiras amigas e a Manuella por ser minha melhor amiguinha.

E a todos que, de alguma forma. contribuiram para que chegasse onde estou hoje



Num bosque amarelo dois caminhos se separavam,

E tamentando nao poder seguir os dots

(... I

Entao segui o outro, que me pareceu mais belo,

Oh, deixei o primeiro para outro dia!

Emt)ora soubesse como um caminho Ie\>a para tonge,

E duvidasse que algum dia voltaria novamente

Direi isto suspirando

Em algum tugar, daqui a muito e muito tempo.

Dois caminhos se separaram em um bosque e eu

Eu escolhi o menos percorrido

E isso fez todo a diferenga

Robert Frost, 1916



RESUMO

Torres de resfriamento sao equipamentos utilizados para remogao de calor gerado pela

realizagao de algum processo industrial e seu bom funcionamento 6 condicionado pelo controle

de tr6s principais problemas: incrustag6es, corrosao e desenvolvimento microbio16gico.

Diversos microrganismos podem estar presentes nos sistemas de resfriamento ja que ali sao

encontradas condig6es ideais para seu desenvolvimento, se apresentando na forma s6ssil ou

planct6nica. Controlar esse parametro 6 importante pois esses organismos representam risco de

contaminagao a pessoas pr6ximas e, quando associados a biofilmes, podem ocasionar a redugao

na vida atil dos equipamentos, queda de efici&ncia, redugao na transfer6ncia de calor e geragao

de processos corrosivos. Dessa forma, buscou-se avaliar a densidade bacteriana presente na

torre de resfriamento de uma fabrica de fertilizantes nitrogenados localizada no estado da Bahia,

avaliando os organismos presentes na forma s6ssil e planct6nica por meio de amostras de agua,

laminas de vidro, cupons e biocupons de ago inoxid£vel. Foram analisados bact6rias

heterotr6ficas totais (BHT) e oxidantes de am6nia (BOA) e nitrito (BON). Tamb6m foram

realizados estudos dos parametros fisico-quimicos das amostras de £gua, comparagao dos

resultados da densidade bacteriana avaIiada pelo m6todo de contagem de Unidades Formadoras

de Co16nia (UFC) e por dois diferentes m6todos colorim6tricos e a identiflcagao dos

microrganismos isolados. Foi observado que a maioria dos parametros de qualidade de agua

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 avaliag6es de

BHTs, menos para os biocupons que tiveram maior adesao microbiana. Os m6todos

colorim6tricos apresentaram uma correlagao com os dados obtidos pela contagem das Unidades

Formadoras dc cole>nia (UFC). Houvc diverg6ncia nos resultados das laminas, provavelmente

por testes colorim6tricos quantificarem a biomassa total de organismos enquanto a contagem

de UFC analisa uma faixa restrita de organismos. Foi detectada a presenga de BOA e BON no

equipamento e foi possivel isolar 41 microrganismos pertencentes aos g6neros Pseudomonas ,

Acinetobacter, Bacillus, Aeromonas, Chryseobacterium, Stenotrophomonas. Esses g6neros

incluem microrganismos que participam da adesao de biofilmes, do ciclo do nitrog&nio ou ainda

podem ser patog6nicos.

Palavras-.chave: Torre de resfriamento, densidade bacteriana, m6todos alternativos de

quantificagao 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 (CTI) 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. MOTIVA(,'Ao

A exist6ncia de microrganismos em sistemas industriais esti relacionada a diversos

problemas no setor produtivo, tanto pela contaminagao de objetos e alimentos, quanto por sua

influ6ncia sobre efici6ncia de equipamentos e na saade humana.

Os equipamentos estao susceptiveis a agao desses organismos devido aos processos

celulares, que utilizam certos nutrientes presentes na £gua e ocasionam em alterag6es no

sistema. Em torres de resfriamento eles podem ocasionar incrustagao, corrosao e

comprometimento da efici6ncia do trocador de calor, a16m de se tornar uma possfvel fonte de

risco aos trabalhadores e comunidades pr6ximas a indastria,

sao realizados tratamento na £gua para o controle da presenga microbiana, por meio do

uso de desinfetantes com diferentes agentes ativos. Por6m, 6 sabido que cada organismo reage

de forma diferenciada a presenga de tais compostos, possuindo resist6ncia ao tratamento ou

mesmo adquirir essa capacidade devido ao manuseio incorreto dessas substancias.

Dessa forma, 6 importante considerar uma avaliagao da microbiota presente no sistema

para se escolher um biocida que ira garantir uma agua segura e de qualidade para os processos

e indivfduos ali envolvidos; as an£lises podem contribuir ainda como uma estrat6gia de controle

e gestao de agua.
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2. INTRODU(,Ao

A existencia do homem esti pautada na atividade industrial, a qual, utilizando energia,

atividade humana e m£quinas, transforma mat6ria-prima em bens comercializ£veis tal como

alimentos, instrumentos para realizagao de trabalho e vestimentas. Alguns dos processos

utilizados envolvem a geragao de energia t6rmica a qual deve ser dissipada. Uma das estruturas

empregadas com essa finalidade sao as torres de resfriamento que operam utilizando um fluido

resfriador.

Vlesmo quando utilizados adequadamente nao se pode esperar que todos os elementos

do sistema industrial operem em condig6es perfeitas e ideais, nos quais toda energia apIicada C

transformada em trabalho ou que equipamentos nao estejam susceptiveis a falhas e problemas.

O maquin£rio C submetido a condig6es extremas ou mesmo propicias para a ocorr6ncia

de faIhas. Torres de resfriamento possuem falhas relacionadas a ocorr&ncia de tr6s principais

problemas: proliferagao de microrganismos, incrustag6es e o processo de corrosao. Todos eles

sao objetos de preocupag6es ao empreendedor, pois uma inefici6ncia no monitoramento de suas

causas e origens no tratamento dado a agua de circulagao pode acarretar em perdas de

equipamentos, paradas na produgao e queda de lucratividade,

A presenga dos microrganismos pode afetar a qualidade da £gua, diminuindo a

efici6ncia em eliminar o calor do sistema e podendo ocasionar em maiores taxas de incrustag6es

e de corrosao. Em alguns casos pode haver alteragao na turbidez da agua ou mesmo a produgao

de substancias que alterem o odor e a cor na agua ou sejam t6xicas para a saCIde humana.

Nesse contexto, o presente estudo objetiva investigar a diversidade microbiana

encontrada na £gua de torres de rcsfriamento de uma f£brica de fertilizantes nitrogenados no
estado da Bahia
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3. FUNDAMENTA(,Ao TE6RICA

3.1. Produgao de fertilizantes

A agricultura d uma atividade produtiva de elevada importancia para a sociedade

humana, a qual objetiva o dcsenvolvimento de alimentos que servirao para abastecer a

populagao. E um processo que demanda luz, ar, agua, temperatura e nutrientes. O solo 6 o local

onde a planta se fixa e em que tem acesso aos nutrientes e a agua. O Brasil possui condig6es

favor£veis para a agricultura, por6m uma pobreza de nutrientes. Assim 6 necessario a aplicagao

de t6cnicas agricolas, como a adubagao, que corrige esse problema por meio da adigao de

fertilizantes (SANTOS, 2012).

A legislagao brasileira (Decreto 86.955, de 1 8 de fevereiro de 1982) define fertilizantes

como “substancias minerals ou organicas, naturais ou sint6ticas, fornecedoras de um ou mais

nutrientes das plantas'’. Sua fungao 6 repor ao solo elementos que sao perdidos a cada colheita,

podendo adicionar ou manter um potencial produtivo ao mesmo (DIAS el al, 2006). Sua

composigao basica possui tres elementos quimicos: nitmg6nio (N), f6sforo (P) e potassio (K),

E sua cadeia produtiva C composta pelo segmento de extragao do mineral, produgao de

fertilizantes simples (fertilizantcs nitrogenados, fosfatados e potassicos) e empresas que atuam

como misturadoras: que elaboram diferentes dosagens de fertilizantes NPK utilizando os

fertilizantes basicos (DIAS el a/, 2006)

Os fertilizantes nitrogenados tdm em sua composigao o nitrog6nio como nutriente

principal e se originam da fabricagao da am6nia anidra (NH3), gas obtido de uma mistura do

nitrog6nio presente no ar com o hidrog6nio de fontes diversas, sendo o gas natural o mais usado,

Dependendo do percentual de nitrog6nio, diferentes fertilizantes sao obtidos, com vari£veis

formas de processamento, a figura I mostra a rota de produgao de alguns fertilizantes

nitrogenados (LIMA ef al. 2007).
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Figura l: Rota de produgao de fertilizantes nitrogenados

WI

m
t4:TRATC'J 3; AjgjCHIa – NHINO-

FOSFATOS u AM6NIO - MAP, DAP

A I

Fonte: DIAS el al (2006)

A produgao de fertilizantes em geral envolve diversos passivos ambientais, mas o mais

importante 6 o relacionado com o subproduto gesso (sulfato de calcio – CaSO4) gerado na

solubilizagao da rocha fosfatica com acido sulfarico na fabricagao do acido fosf6rico. Tamb6m

6 importante um cuidado especial com os efluentes Ifquidos e gasosos: podem ser gerados

efluentes alcalinos Ifquidos amoniacais e acidos ou emitidos 6xidos de enxofre, nitrog6nio e

particulados (DIAS ef al, 2006)

O processamento de fertilizantes nitrogenados, fosfatados e potassicos envolve uma

s6ries de reag6es quimicas, a maioria demandando niveis de pressao e temperatura elevados.

Esses parametros devem ser controlados e monitorados por equipamentos especfficos. Os

sistemas de resfriamento objetivam retirar o calor gerado nesses processos.

3.2. Tipos de sistemas de resfriamento

Os sistemas de resfriamento sao utilizados em atividades industriais quando ha

necessidade de resfriamento de m£quinas ou fluidos que geram ou recebem calor durante

operagao. Eles variam quanto a serem de ciclos fechado ou abertos (Figura I ), e essas diferentes

configurag6es estao relacionadas a recirculagao ou nao de agua no sistema. Nos sistemas

abertos, a agua passa pelo sistema e C descartada em seguida e nos de ciclo fechado o fluido vai

recinulando, sendo aquecido ou resfriado em pontos especificos do sistema (TROVATI, 2004).
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Os fatores que determinam a escolha do tipo de sistema de resfriamento a ser utilizado

depended do processo produtivo da indOstria, disponibilidade, qualidade, temperatura e custo

da agua e as limitag6es do descarte de efluentes. (VEIGA, 2010)

3.2.1 .Sistemas aberto sem recirculagao de agua

Tamb6m conhecido como sistema de passagem anica, nao possui recirculagao de agua,

a qual 6 descartada ap6s absorgao do calor do equipamento a ser resfriado. Mais utilizada por

indOstrias localizadas pr6ximas a grandes mananciais com viabilidade econ6mica de uso

(SILVA, 2013).

Possui como desvantagem a dificuldade no controle de corrosao, incrustagao e

crescimento microbiano, o que torna necess£ria a utilizagao de equipamentos e tubulag6es mais

resistentes a esses processos e a limpeza quimica e mecanica peri6dica. Outro problema

relacionado a este sistema d a poluigao t6rmica que pode ocorrer no corpo receptor, ja que a

£gua descartada pode se encontrar a elevadas temperaturas e ocasionar desequilfbrios no

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

3.2.2. Sistemas fechados com recirculagao de £gua fria

Nesse sistema, o resfriamento C feito de forma continua. A £gua, que fica completamente

confinada em sistemas de encanamentos e de trocas de calor, absorve e perde calor em locais

diferentes no sistema, nao ocorrendo perdas por evaporagao nem respingo. sao usados em

processos de pequena capacidade, como mancais de bombas, resfriamento de motores diesel,

turbinas a gas e sistemas de ar condicionado (SENEVIRATN E, 2007; SILVA, 2013).

Para a dissipagao do calor, podem ser utilizados radiadores, trocadores de calor
refrigerados por gas ou outro circuito de £gua, geralmente sao sistemas abertos que transferem

esse calor para a atmosfera (SENEVIRATNE,2007).
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Podem acontecer perdas por vazamento em conex6es e gaxetas de bombas, tonando

necessaria pouca reposigao de agua e, consequentemente, de produtos quimicos de tratamento

Por nao haver evaporagao, as concentrag6es de sais na agua sao constantes e nao sao observados

muitos problemas com conosao e incrustagao. E o processo de crescimento de microrganismos

aer6bios nao ocone, pois nao ha contato do ar com a agua nesses sistemas (VEIGA, 2010),

3.2.3. Sistemas abertos com recirculagao de aRua

Este sistema tamb6m pode ser denominado de semiaberto, nele a £gua que foi aquecida

trocadores de calor tem seu calor dissipado em torre de resfriamento e retorna ao

equipamento de troca t6rmica para novamente se aquecer e retornar a 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 corrosao e incrustag50, a16m da necessidade de menor

quantidade de agua. Esse fato aliado a possibilidade de reuso permite que seja aplicado em

situag6es que requerem elevada vazao e que esse sistema seja incentivado devido a necessidade

de redugao no consumo de agua (VEIGA, 2010),

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

Fonte: ALVES (201 6)
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3.3. Torres de resfriamento

As torres de resfriamento sao usadas em sistemas fechados ou abertos com recirculagao

de agua. sao consideradas a forma mais simples e barata de troca de calor conhecida. Diversos

fluidos podem ser utilizados para a remogao do calor, por6m a £gua 6 o mais utilizado, devido

a elevada condutividade t6rmica, baixa viscosidade, a capacidade de absorver grande

quantidade de calor por unidade de volume. A16m de custos relativamente baixos e a

possibilidade do descaae direto em corpos hfdricos (PAGNIER, 2009)

Os componentes dessas torres sao sistemas de distribuigao de agua, sistemas de troca de

calor, base para coleta da agua resfriada, pulverizadores no topo do equipamento e uma conente

de ar para msfriar a agua (PAGNIER, 2009; SILVA, 2013).

Em seu funcionamento, o calor retirado do equipamento 6 langado na atmosfera,

formando uma pluma. A £gua, 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 esfrie novamente e possa ser coletada

numa bacia de agua fria localizada na base da torre. A figura 2 ilustra o funcionamento de uma

torre de resfriamento. Uma pequena parte do resfriamento esti relacionado ao contato da agua

com o ar, mas a maior parte 6 devida a evaporagao, arraste e respingo. Devido a perdas que

ocorrem no sistema, uma nova quantidade de £gua devera entrar no sistema como ggua de

mposigao (CORTINOVIS er al. 2005).

Figura 3: Esquema de funcionamento de uma Torre de resfriamento

Ponte: MSPC – Informag6es t6cnicas (2008)
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3.4. Problemas em torres de resfriamento

Os principais problemas a serem controlados em torres de resfriamento estao

relacionadas a incrustag6es, corrosao e formagao de biofilmes. Ha uma forte relagao entre esses

problemas e parametros de qualidade da agua. (TROVATI, 2004)

Segundo Silva (2013), o pH 6 um dos principais parametros a ser controlado, e o mesmo

deve ser mantido na faixa entre 6,5 e 8,5. A tabela I mostra provaveis problemas relacionados

ao descontrole no pH

TabeIa I : Efeito do descontrole de pH em torres de resfriamento

pH maior que 8,5

Aumentam os riscos de incrustag6es e
deposig6es, tornando o sistema mais sensivel a

falhas de dosagens dos anti-incrustantes e
dispersantes.

pH mellor que 6,5

Aumentam drasticamente o potencial
corrosivo da agua do sistema de

resfriamento,

Reduzem a efici6ncia dos tratamentos quimicos
contra organlsrnos.

Tornam incompativel o uso do zinco como
inibidor cat6dico, transformando-o em fonte de
£ep6sitos, reduzindo o controle da corrosao.

Fonte: MACHADO (2005)

Reduzem fortemente a efici6ncia dos
inibidores de corrosao utilizados,

dificultando o controle de corrosao.

Gentil (201 1) ainda aponta outros parametros que podem ocasionar em problemas no
sistema:

e

•

•

Ions e sais: por estarem relacionados a dureza da agua e poderem formar precipitados;

Temperatura: possui relagao com a solubilidade de compostos presentes na agua, na

presenga de microrganismos e como se dara o tratamento por compostos quimicos.

S61idos suspensos: podem formar dep6sitos nos equipamentos ajusante da torre;

Mat6ria organica: pode favorecer o crescimento de microrganismos, formagao de

biofilmes e todos os problemas relacionados a presenga destes.
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3.4.1 . Dep6sitos e incrustag6es

As incrustag6es oconem devido a presenga de s61idos suspensos na £gua fria, que

formam dep6sitos em superficies do sistema. Esses compostos podem ser materiais oriundos

do sistema de circulagao de ar, areia, biofilme, flocos de aluminio ou produtos da corrosao. A

elevada temperatura da £gua nesses sistemas favorece as incrustag6es pois aumenta

precipita9ao de carbonatos e bicarbonatos da agua. (SENEVIRATNE, 2007; SILVA, 2013).

A presenga de incrustag6es ocasiona na redugao da taxa de transfer6ncia de calor devido

a baixa condutibilidade t6rmica dos dep6sitos em reIagao ao metal e faz com que haja redugao

de vida Otil dos equipamentos e/ou aumento no consumo de energia. lsso causa interrupg6es no

processo produtivo para realizagao de manutengao nos trocadores de calor, levando a prejufzos

econ6micos (ALVES, 2013; VEIGA, 2010).

Outro aspecto importante a ser considerado 6 que as incrustag6es impedem biocidas e

inibidores de corrosao de reagirem com biofilmes e com a superficie do material do

equlparnento 

3.4.2. Corrosao

Corrosao d definida como a deterioragao de um material, geralmente metalico, por agao

qufmica ou eletroqufmica com o ambiente que este interage, associada ou nao a esforgos

mecanicos. Esse processo gera grandes prejuizos em sistemas de resfriamento, por causarem

queda de efici6ncia, vazamentos, redugao da resist6ncia mecanica dos materiais, aumento de

perda de carga, redugao de vmao e da vida adI dos equipamentos. (SENEVIRATNE, 2007;

SILVA, 2013; VEIGA, 2010).

Existem diversas formas de corrosao como a galvanica em que dois mat6rias met£licos

estao em contato, havendo transfer6ncia de cargas e16tricas de um para o outro. Tamb6m ha a

conosao eletrolitica, o qual ocorre em estruturas metalicas que estao enterradas ou submersas.

Outro mecanismo 6 o da corrosao seletiva, em que ocorre a remogao preferencial de alguns

elementos da liga que forma o material, uma situagao que ocorre em contato com a ggua. Dentre

os diversos mecanismos ainda existe o de corrosao induzida por microrganismos, que 6

desencadeada ou acelerada pelo resultado da atividade metab61ica desses. Esti relacionada a

presenga de bact6rias produtoras de exopolimeros, fungos filamentosos, algas, e,
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principalmente, as bact6rias redutoras de sulfato, produtoras de acidos, ferrobact6rias, e

produtoras de substancias polim6tricas extracelulares (EPS) (FIGUEIREDO el al, 2000;

SILVA, 2013; VEIGA, 2010).

O controle da conosao C de dificil execugao devido aos diferentes mecanismos

envolvidos. Muitas vezes nao 6 possfvel eliminar completamente sua ocorr6ncia de forma

economicamente vi£vel, sendo entao utilizadas t6cnicas que reduzem o processo a nfveis

aceitaveis. A sua prevengao comega na projegao do sistema, atrav6s da escolha de metais nao

corrosivos para a construgao do equipamento ou uso de revestimentos protetores, dentre outros

aspectos. Outro fator relevante 6 a qualidade da agua de alimentag50 do circuito, obsewando

parametros como pH (SENEVIRATNE, 2007; TROVATI, 2004).

3.4.3. Proliferagao de microrganismos

Torres de resfriamento oferecem condig6es 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 £gua de alimentagao do sistema de resfriamento ou em

vazamentos no processo. A tabela 2 mostra os principais microrganismos encontrados nesses

sistemas (CORTINOVIS, 2005; PAGNIER ef al, 2009).

Tabela 2: Principais microrganismos encontrados em torres de resfriamento

Organismo Classificagao
Fontes de
energia e
n utrientes
Diversos

compostos
organicos e
lnorganlcos;

fazem
qulrnlossintese

Material
organ leo

Principais problemas

– Formadoras de
Bact6rias biofilme

anaer6bias – Depositantes de ferro
ou aer6bias – Redutoras de sulfato

– Anaer6bias corrosivas

– Dep6sitos densos e aderentes
– Oxidagao do ferro e dep6sitos de

6xidos inso10veis
– Redugao de sulfato a sulfeto,

orjgjnando a corrosao
– Secretam substancias corrosivas

Obstrugao de tubulagao e problema em
valvulas, degradagao de material

organico e geragao de odor.
Obstrugao de tubulagao e problema de

valvulas.
1 (2004)

Fungos

Algas

Leveduras e fungos
filamentosos

Unicelulares e
superlores

Luz solar

Fonte: TROVAI
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As bact6rias podem estar presente em duas diferentes formas nos sistemas de

resfriamento. As de forma planct6nicas ficam dispersas no Ifquido e movimentam-sejunto com

ele, ja as s6sseis ficam aderidas nas superficies dos equipamentos, formando os biofilmes e sao

elas que sao responsaveis pelos maiores problemas encontrados nas torres. Acredita-se que as

bact6rias planct6nicas sejam importantes para a dispers50 e colonizagao de novos locais e a

forma de vida s6ssil seja uma estrat6gia para a preservagao da esp6cie, ja que auxilia na

sobreviv6ncia desses microrganismos em situag6es de estresse (TROVATI, 2004).

Nas torres de resfriamento, podem ser encontradas tanto as bact6rias autotr6ficas como

as heterotr6ficas, as quais diferem quanto a forma de obtengao de carbono do ambiente,

Enquanto o primeiro grupo capta o CO2 da atmosfera e o fixa em compostos organicos por meio

do Ciclo de Calvin, as bact6rias heterotr6ficas nao possuem essa capacidade e necessitam obter

esse componente atrav6s do consumo de compostos organicos (ALLEN, 2013).

Aguas usadas para resfriamento de torres em fabricas de fertilizantes nitrogenados, a16m

de apresentar compostos organicos variados, sao propensas ainda a presenga de altas

concentrag6es de nitrog&nio e, consequentemente, de microrganismos relacionados ao ciclo

desse elemento quimico. A nitrificagao d realizada por etapas de oxidagao realizadas por

diferentes grupos bacterianos. As bact6rias oxidantes de am6nia (BOA) sao responsaveis pela

primeira etapa, oxidando o nitrog6nio amoniacal (NH3) em nitrito (NO2-) e o grupo das bact6rias

oxidantes de nitrito (BON) participam da nitragao, oxidando nitrito em nitrato (NO3-)

(OLIVEIRA, 2012).

A presenga de microrganismos em sistema de resfriamento 6 parametro que deve ser

sempre controlado, pois, a16m de diminuir a efici6ncia do equipamento e estar relacionada ao

aparecimento de corrosao e incrustagao, existe o risco bio16gico. lsso ocorre porque as torres

de resfriamento podem liberar aeross6is contendo microrganismos que podem contaminar

trabalhadores e comunidades pr6ximas as plantas industriais (ALVES, 2016; PAGNIER er at,

2009)

Estudos em torres relatam a presenga de diversos organismos patog6nicos, normalmente

bact6rias do g6nero Legione tIa xp. sao isoladas, sendo que hi uma maior preocupagao na

remogao das mesmas, muitos paises possuem legislag6es que visam o combate ao risco

oferecido por esses microrganismos. Outros organismos patog6nicos ja encontrados em torres

sao Aerow!onas sp., Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium sp., E.coli, Cryptosporidium sp.

e Acantharnoeba xp. (PAGNIER er al, 2009; TURETGEN, 2007),
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3.4.3.1. Biofrtmes

Bionlmes sao complexos ecossistemas de microrganismos envolvidos em uma matriz

de polimeros organicos, aderidos a uma superficie bi6tica ou abi6tica. Acredita-se que essa

formagao providencia uma barreira ffsica, que promove a consewagao do gen6tipo e protegao

contra predadores e sistemas imuno16gicos, sendo uma estrat6gia de sobreviv6ncia para os

organismos que o comp6em (RENNER er al, 2011)

A capacidade de formar biofilme acarreta em importantes beneficios para

microrganismos. Tais como o aumento da concentragao de nutrientes, protegao contra fatores

ambientais agressivos, possibilidade de troca de material gen6tico entre microrganismos

presentes no biofilme, permite relag6es de simbioses e possibilita estabelecer e colonizar novos

nichos eco16gicos (BRAGA, 200] ).

Em seu trabalho, Tolker-Nielsen e colaboradores (2000) obsewaram que cada

comunidade de biofilme C Onica, apesar de alguns atributos estruturais serem universais. Eles

sao tipicamente constituidos por agua, microrganismos, substancias polim6tricas extracelulares

(EPS), partfculas retidas, como argilas, areais e ainda particulas organicas provenientes do meio

aquoso onde o mesmo esti imerso. A £gua constitui uma percentagem significativa,

conespondendo 70 a 95% da massa total do biofilme, ja os microrganismos representam uma

pequena parte dessa massa, frequentemente menor que 10%.

O desenvolvimento do bioHlme pode ser condicionado por diversos fatores como pH

temperatura, forga i6nica do meio, velocidade de escoamento do liquido, a16m da qualidade e

concentrag50 de nutrientes no meio Ifquido circundante. Outros fatores relevantes sao as

caracteristica dos microrganismos constituintes, mat6ria de construgao e rugosidade da

superficie s61ida, presenga de material particulado, micronutrientes e presenga de agentes

antimicrobianos (BRAGA, 2001)

Quanto a formagao do biofilme, cIe se inicia com a geragao de um filme de origem

organica ou inorganica, que modifica as cargas na superficie do material do equipamento. Em

seguida, ocorre a deposigao de c61ulas planct6nicas nessas superficies. Estes microrganismos

depositados iniciam a sintese e excregao de proteinas e polissacarideos que propiciam o

crescimento da populagao microbiana, ja que outros organismos presentes no meio tamb6m

passam a se aderir ao biofilme. Algumas c61ulas do bionlme ainda podem se desprender e
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colonizar novas superficies ou se tornarem organismos planct6nicos (DONLAN, 2002;

MARSHALL, 1994),

No inicio da colonizagao da superficie, as co16nias sao constituidas, na maioria dos

casos, por uma pelicula gelatinosa que pode ser facilmente removivel. Entretanto, com o passar

do tempo pode haver mineralizagao desta camada microbio16gica superficial externa, o que a

torna de dificil remogao.

Diversos microrganismos podem compor os biofilmes: microalgas, fungos,

protozo£rios, bact6rias e virus. As c61uIas bacterianas predominam devido a sua maior

versatilidade e resist&ncia. A16m disso, geralmente sao a partir delas que se inicia a formagao

dos biofilmes, devido ao seu tamanho reduzido, elevadas taxas de reprodugao, grande

capacidade de adaptagao e produgao de substancias e estruturas extracelulares que a protegem

do meio circundante. Os g&neros mais comuns de bact6rias formadoras de biofilme sao

Alcaligenes, Bacillus, Enterobacter, Flavobacterium, Pseudomonas e Staphylococcus

(BLAGA, 2001).

Os biofilmes sao ecossistemas de relevancia para o Homem, podendo ter uma atividade

neutra, ben6fica ou prejudicial para o mesmo. Sua presenga 6 desejavel no que se refere a

ciclagem de nutrientes, sendo utilizada pelo homem em processos biotecno16gicos. Seus efeitos

sao negativos quando ocasionam na deterioragao de superficies e/ou ambientes circundantes,

podendo agir sobre dentes, lentes de contato, edificios, monumentos e processos industriais

(BRAGA, 2001 ).

Em algumas situag6es, como em sistemas de tratamento de efluentes industriais ou

dom6sticos, a presenga de biofilmes 6 desejada e auxilia no processo, como 6 o caso dos reatores

de leito fixo. Neles os biofilmes possuem a capacidade de remogao de metais pesados presentes

em efluentes e sao utilizados tamb6m para biodegradagao de poluentes liquidos e gases

qulrnlcos.

Como mencionado anteriormente, essa formagao microbio16gica tamb6m pode ser

encontradas associada a torres de resfriamento. Entretanto 6 um fato indesejado, pois ocasiona

em redugao na vida tail dos equipamentos, queda de efici&ncia, redugao na transfer&ncia de

calor e geragao de processos corrosivos. Assim 6 um dos principais problemas que devem ser

controlados em aguas de resfriamento, principalmente devido ao aumento da resist6ncia ao
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escoamento no interior das tubulag6es e na redugao da capacidade de troca t6rmica (ALVES,
2013; DONLAN, 2002; ERDEM, 2008; O’NEAL, 2010; TURETGEN, 2007).

3.5. Controle de crescimento microbio16gico

Em torres de resfriamento 6 muito importante adotar medidas para o controle

microbio16gico. Esses m6todos devem considerar especificidades do equipamento envolvido,

mas, no geral, 6 importante usar agua de boa qualidade para alimentar o equipamento, pois isso

reduz a concentragao de nutrientes na corrente liquida. Outras ag6es podem ser utilizadas para

evitar o surgimento de biofilmes, como limpeza mecanica frequente, adequado projeto do

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

Caso o biofilme ji esteja desenvolvido no sistema, alguns m6todos podem ser utilizados

para remov6-1o, sendo os mais frequentes a adigao de compostos quimicos, processos fisicos e

mecanicos ou radiagao. Aos compostos quimicos utilizados da-se o nome de biocidas sendo

comum a utilizagao de diferentes princfpios ativos, potencializando o efeito. Entretanto, alguns

desses biocidas quando aplicados em ambientes naturais pode causar danos a organismos

inofensivos e sao compostos perigosos ao contato humano, causando problemas respirat6rios

quando inalados (SENEVIRATNE, 2007; TROVATI, 2004).

Os biocidas podem ser definidos como substancias antimicrobianas que cont6m um ou

mais ingredientes ativos capazes de prevenir, inibir, diminuir ou eliminar a agao de organismos

vivos, sejam eles patog6nicos ou nao. Eles atacam componentes celulares funcionais, como

parede celular, componentes da membrana citoplasmatica e o citoplasma, submetendo os

microrganismos a condig6es de estresse (BRAGA, 2001).

A dificuldade no tratamento de microrganismos com o uso de biocidas esti no fato de

que estes sao adapt£veis a modificag6es no meio, devido a suas taxas de reprodugao e a

capacidade de transferir novas caracteristicas adaptativas a futuras gerag6es em curtos perfodos

de tempo. E o uso combinado de biocidas ainda pode potencializar o desenvolvimento dessa

resist6ncia (ARAUJO, 201 1 ; TROVATI, 2004),

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

oxidantes. O primeiro age por meio da oxidagao dos seres vivos, destruindo suas estruturas
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vitais e causando a mode dos mesmos. Ja o segundo 6 composto por substancias qufmicas que

possuem forma de agao especificas, afetando a permeabilidade celular, sequestrando elementos

da parede celular, dentre outras (ARAUJO, 201 1 ; SILVA, 2013; TROVATI, 2004)

Biocidas a base de cloro sao mais comumente utilizados devido a sua conhecida e

relatada efici6ncia, o baixo custo, sua aplicabilidade a uma maior diversidade de organismos e

o tempo curto de agao. sao pertencentes ao grupo dos biocidas oxidantes, com principio de agao

fundamentado na formagao do acido hipocloroso (HCIO) (SILVA, 2013).

O conhecimento da concentragao inibit6ria minima do biocida 6 um parametro

importante pois, quando bact6rias sao expostas a nfveis nao letais, pequenos danos sao causados

e pode ocorrer aquisigao de resist6ncia. Para que nao ocorram tais problemas, 6 necess£rio

conhecer os organismos presentes no sistema, aplicar concentrag6es adequadas do biocida e

monitorar eficacia do tratamento. (ALVES, 2013; ARAUJO, 2011).

Os biofilmes sao 100 vezes mais resistentes a biocidas do que microrganismos

planct6nicos. Dessa forma, o tempo de contato do biocida com biofilmes ou sua concentragao

deve ser muito maior do que os aplicados as bact6rias plact6nicas (KIM er al, 2002;

LUDENSKY, 2003; TURETGEN, 2011),

Cagador (2009) aponta que a escolha de um biocida deve considerar v£rios requisitos.

mas sempre tendo em vista que dificilmente se encontrar£ um anico composto que cumpra todas

as exig6ncias e, talvez, seja necessaria combinagao de diferentes compostos. Os principais

requisitos a serem considerados sao

•

•

•

•

•

•

Possuir atividade contra uma grande quantidade de microrganismos;

Nao ser muito t6xico para outras formas de vida

Biodegrabilidade;

Nao ser corrosivo;

Nao ter sua efici6ncia afetada pela presenga de mat6ria organica e inorganica

Nao ser responsavel pela desativagao de outros aditivos presentes no sistema;

Oferecer seguranga do ponto de vista da sa6de, do manuseio e armazenamento;

Possuir estabilidade perante variag6es de pH e temperatura.

A efici6ncia de um biocida pode estar atrelada a alguns fatores ambientais, como a

velocidade de escoamento do Ifquido, tipo de biocida usado, sua concentragao e tempo de
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contato. A16m da temperatura, pH, microrganismos presentes, a idade dos mesmos e qualidade

do biofilme formado, assim como a interfer6ncia de outras substancias dissolvidas, como calcio,

fern e am6nio (BRAGA, 2004).

Outra forma de potencializar o controle microbio16gico 6 por meio do uso de

biodispersantes. Essas substancias possuem a capacidade de dissolver o glicoc£ lice, substancia

mucilaginosa que aumenta a ader6ncia dos microrganismos sobre superffcies, servindo tamb6m

como abrigo, agrupando e alojando c61ulas de outras esp6cies. Quando dissolve o glicocalice,

o biodispersante permite que o biocida penetre no interior do biofilme, matando c61ulas 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 £gua de uma

f£brica de fertilizantes nitrogenados localizada no estado da Bahia.

4.2. Objetivos especificos

• Caracterizar fisico-quimica e microbiologicamerIte a £gua utilizada

resfriamento da f£brica de fertilizantes;

torre de

• Determinar a densidade de bact6rias heterotr6ficas totais (BHT) e bact6rias oxidantes de

am6nia e nitrito, s6sseis e planct6nicas;

• Correlacionar os dados de densidade microbiana s6ssil obtidos pela contagem de unidades

formadoras de co16nia (UFC) com as de biomassa aderida aos cupons, avaliada por um

m6todo comercial (kit comercial HydroBio);

• Correlacionar os dados de densidade microbiana s6ssil obtidos pela contagem de unidades

formadoras de co16nia (UFC) com os de biomassa aderida as laminas de vidro, avaliada

por m6todo colorim6trico;

• lsolar e identificar os microrganismos presentes nas amostras da torre de resfriamento.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. 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 m3,

variagao de temperatura de 300 C a 38c) C. Possui metalurgia em material de ago carbono e ago

inoxidavel; e suas principais fontes de contaminagao sao am6nia, ur6ia, 61eo e di6xido de

carbono. A torre estudada possui uma perda liquida total de 19 m3h-1 e 6 abastecida por dois

pogos artesianos. O tratamento aplicado C com cloro gas.

5.2. Amostragem

5.2.1 .Caracteriza9ao fisico-quimica de amostras de agua da torre

Amostras de agua foram coletadas para avaliagao dos seguintes parametros fisico-

quimicos: pH, alcalinidade total, dureza de calcio, am6nio, condutividade, fosfato. As analises

foram realizadas no laborat6rio de quimica da fabrica de fertilizantes.

5.2.2. Preparo dos col'pos de prova

Laminas de vidro (76 x 26x 1,3 mm), cupons de ago inoxid£vel AISI 316 (76 x 13 x 1,6

mm) e biocupons de ago inoxidavel de 10 mm de diametro foram utilizados como corpo de

prova para o monitoramento e analise da microbiota s6ssil. Os corpos de prova foram escolhidos

de forma a representarem o material da torre de resfriamento estudada e as laminas de vidro

foram escolhidas por apresentarem, uma boa correlagao com os dados obtidos quando se usou

cupons metalicos para o monitoramento de bact6rias s6sseis em torres de resfriamento.
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Antes de serem instalados na torre, os cupons e biocupons de ago inox foram limpos

com papel absorvente para remogao do excesso de 61eo, em seguida enxaguados com £gua

destilada e imersos em tolueno para desengorduramento. Em seguida foi feita a imersao em

acetona por 5 minutos e os mesmos foram secos em temperatura ambiente. Ja as laminas de

vidro foram lavadas com detergente neutro e enxaguadas com £gua destilada. Depois imersas

em etanol 70% por 5 minutos e secas em temperatura ambiente. Ap6s o procedimento de

limpeza, laminas e 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 diametro foram instalados na linha de retorno da £gua para torre de resfriamento
utilizando uma arvore de teste comumente usada em estudos de corrosao e constitufda 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 laborat6rio de Microbiologia Aplicada da Universidade Federal de Minas

Gerais para analises.

Ao serem retirados das torres, os corpos de prova foram imersos em agua destilada

est6ril, para remogao de microrganismos nao aderidos. Seis laminas, seis cupons de ago inox e

quatro biocupons de ago inox foram armazenados em frascos contendo solugao salina (NaCI)

est6ril a 0,85% de forma que: duas laminas de vidro foram inseridas em tubo porta laminas

contendo 35 ml (em triplicata) da solugao; dois cupons de ago inox (em triplicata) foram

inseridos em tubos tipo Falcon de 15 ml contendo 10 ml da solugao. Esses corpos de prova

foram usados para estimar a densidade de bact6rias heterotr6ficas totais (BHT) bact6rias
oxidantes de am6nia e nitrito s6sseis
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Figura 4: Quantidade de corpos de prova usados durante o experimento. Laminas, cupons e
biocupons de ago inoxidavel para avaliagao de BHTs e bact6rias nitrificantes

2 laminas

2 cupons Triplicata

e
2 biocupons

Lbs

Duplicata

Fonte: ALVES (2016)

A16m disso, fracos ambar est6reis, contendo 0,1% de tiossulfato de s6dio usado para

neutralizar a agao do cloro residual, foram utilizados para coletar amostras da £gua (em

duplicata) das bacias das torres para quantificagao de BHT e oxidantes de am6nia e nitrito

planct6nicas (Funasa, 2004).

5.3. Determinagao da densidade de bact6rias s6sseis e planct6nicas associadas a torre de
resfriamento

5.3.1 . Avalia9ao da microbiota s6ssil

Em laborat6rio, os corpos de prova foram submetidos a banho de ultrassom em aparelho

Ultra Cleaner 1650A, em tr6s s6ries de 2 minutos a 401<hz para que as c61ulas aderidas fossem

desprendidas dos mesmos. Depois, a solugao foi homogeneizada e, entao, plaqueada.
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O plaqueamento foi feito pelo m6todo “spread plate” (M6todo Spread Plate 9215C,

APHA, 1998) a partir de alfquotas de 100 pl da amostra original e tamb6m das diluig6es

seriadas ( 1 0-1 a 10-5), sendo realizado em duplicata para cada amostra,

Nos casos de amostras que apresentaram baixa densidade de bact6rias – inferior a 30

UFC por placa – o m6todo utilizado foi o 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 diametro e com diametro de poro de 0,22 Fm. Ao final do processo de filtragao, as

membranas foram transferidas para placas de Petri contendo o meio de cultura s61ido

Reasoner’s 2A (R2A). Em seguida, as placas foram incubadas a 37' C por at6 48 horas. Ap6s

o perfodo de incubagao, foi contado o namero de co16nias em cada placa e a densidade de

microrganismos determinada em UFC mL-1 e posteriormente, convertida em UFC cm-2, de

acordo com a area estimada para cada corpo de prova: as laminas de vidro tam area de 38,71

cm2, os cupons de ago inox 18,75 cm2 e biocupons 0,008 cm2.

Para a determinagao de bact6rias oxidantes de am6nia e nitrito s6sseis e planct6nicas foi

utilizada a t6cnica do namero mais prov£vel (NMP mL-1). Esse m6todo perrnite estimar a

densidade da populagao microbiana numa amostra sem a contagem individual das c61ulas ou

co16nias. Assim, as amostras foram inoculadas em Caldo Am6nia-Carbonato de calcio e

Nitrito-Carbonato de calcio, em 3 s6ries de 5 tubos, sendo que em cada s6rie foi inoculado I

ml de cada diluigao. Os tubos foram incubados a 37QC por 15 dias. Ap6s este periodo, foram

adicionadas 3 gotas (aproximadamente 150HL) do reagente de Griess-lllosvay aos tubos

contendo os in6culos. O aparecimento da cor vermelho-p6rpura d indicativo da presenga de

nitnto, ponanto o teste d positivo para a presenga de Bact6das Oxidantes de am6nia (BOA).

Para os tubos que nao apresentaram resultado positivo para o grupo das oxidantes de am6nia,

foi feito o teste para nitrato, adicionando uma gota do reagente de difenilamina. O aparecimento

de uma cor azul indica que o teste d positivo para presenga de Bact6rias Oxidantes de Nitrito

(BON), e tamb£m C positivo para o grupo BOA pois sugere que o nhrito que havia sido

produzido pelas oxidantes de am6nia, representadas principalmente pelo g6nero Nitrosomonas,

foi convertido em nitrato pelas bact6rias oxidantes de nitrito (BON), representadas

principalmente pelo g6nero Nitrobacter . Os resultados serao expressos em NMP/ml
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5.3.2.Microbiota planct6nica

As amostras de agua coletadas na bacia da torre tamb6m foram submetidas a

quantificagao de BHT, BOA e BON, portanto, plaqueadas e incubadas da mesma forma como

descrito anteriormente, contudo sem passar antcs por banho de ultrassom. E no caso da

filtragem dessas amostras, os volumes foram de 3 ml, 5 ml ou 10 ml. Ap6s incubagao, o
namero de co16nias foi determinado em UFC mL'1.

5.3.3.Avaliagao da biomassa aderida a cupons de ago inoxidavel pelo kit Hidrobio

Tr&s cupons de ago inox tiveram sua biomassa aderida avaliada seguindo as

recomendag6es do kit comercial Hydrobio® (BKG). Esse kit permite determinar a biomassa de

biofilme aderida em cupons de ago inoxidavel, expressa em gramas por m2 do cupom.

De acordo com a quantidade de biofilme aderido em cada cupom, o kit categoriza a

biomassa aderida em tr6s faixas: baixa quantidade de biofilme (5-15 g.m-2); m6dia quantidade

de biofilme (25 g.m-2) e alta quantidade de biofilme (35-45 g.m-2). Para as duas altimas

categorias, o kit adverte sobre medidas de ajuste no tratamento da agua com biocida; sendo que

para a segunda categoria o fabricante recomenda verificar o tratamento e para a altima categoria

a recomendagao 6 de limpeza do sistema e ajuste do tratamento

Tr&s laminas de vidro tamb6m foram avaliadas quanto a biomassa aderida de forma a

determinar o indice de aderencia (IA) microbiana as laminas, de acordo com um metodo

desenvolvido no laborat6rio de Microbiologia Aplicada que conelaciona absorbancia com

biomassa aderida as laminas expressas em g.cm-2

5.4.Isolamento e identificagao de bact6rias s6sseis e planct6nicas presentes na torre de

resfriamento

Os diferentes morfotipos de BHT s6sseis e planct6nicas obtidos foram isolados em

culturas puras e identificados por m6todo molecular. Para a manutengao das culturas estoques,
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as bact6rias foram mantidas em tubos contendo o meio Lignieri a 4 '’C, e a - 80 '’C em criotubos

acrescidos de 209/a de glicerol.

5.4.1 .Extragao de DNA

As c61ulas das amostras bacterianas cultivados em meio R2A foram utilizadas na

extragao do DNA gen6mico pelo m6todo descrito por Pitcher e colaboradores (1989),

Iniciaimente as c61ulas foram ressuspendidas em 300 pl de tampao TE (Tris-HCI 10 mmol L

1, EDTA 1 mmol L-1, pH 8.0). Foram adicionados tamb6m urna por9ao de esferas de vidro aos

tubos que foram vortexados por 2 min. Ap6s o periodo de incubagao, as c61ulas foram lisadas

pela adi9ao de 600 pl de solugao contendo tiocinato de guanidina 5 mol L-1 (Sigma), EDTA

(100 mmol L-1, pH 8,0) e sarcosil 0,5% (v/v) (GES reagent), Os tubos foram agitados por

inversao e incubados por 10 min. a temperatura ambiente para que ocona a lise celular. Os

tubos foram resfriados pela incubagao em banho de gelo por 2 min. e, a seguir, adicionados 300

pl de solugao de acetato de am6nio gelada (7,5 mol L-1) e novamente agitados por inversao e

incubados por mais 10 min. no banho de gelo. Ap6s esse periodo, 600 pl de uma mistura de

clorof6rmio-alcool isoamiIico (24:1) foi adicionada aos tubos. Ap6s a homogeneizagao da

mistura em agitador tipo vortex, os tubos foram centrifugados a 13000 rpm por 10 min. e a fase

aquosa transferida para novos tubos nos quais foi adicionado o mesmo volume de isopropanol

gelado. Ao final desse processo, os tubos foram incubados a -20 '’C por 12 h. Ap6s o periodo

de incubagao, os tubos contendo as amostras foram centrifugados a 13000 rpm por 10 min para

precipitagao do DNA. O sobrenadante foi descartado e o “pellet” lavado duas vezes com etanol

70%. Ap6s evaporagao do etanol, os “pellets“ foram ressuspendidos em 50 pl de £gua Iivre de

nucleases e estocados a 4 '’C. A integridade do DNA foi avaliada em gel de agarose 1%, e a

concentragao determinada em espectrofot6metro NanodropTNZI 1000 a 260 nm
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5.4.2 Amplificaqao por reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) de regi6es do gene do rDNA

1 6S

A amplificagao de regi6es do gene do rDN A 16S foi realizada com a utilizagao dos

oligonucleotideos iniciadores universais para bact6das 27F (5’-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAC1 -3’) (Lane, 1991) e 806R (5’- GCG GAT CCG CGG CCG

CGG ACT ACC AGG GTA TCT AAT -3') (Lacroix et al., 1996). A n©ao de 50 pl foi

constituida de 10 pl de Tag Buf IVB (5X), 1 FL de dNTP (10 mmol pL-1 de cada), 2 FL do

oligonucleotideo iniciador (10 pmol pL-1), 0,5 FL de Tag DNA polimerase (SU FL-1)

(Phoneutria) e 2,0 pl de DNA (90-120 ng FL-]). A amplificagao dos fragmentos de DNA foi

realizada utilizando o termociclador (Applied Biosystems) sob as seguintes condig6es:

desnaturagao inicial a 94 OC por 5 min. seguido de 26 ciclos com desnaturagao a 94 aC por 1

min., anelamento a 57 '’C por 1 min. e extensao a 72 '’C por 1 min., finalizado por extensao

final de 72 'C por 5 min. (Kushmaro ef al,, 2006), com modificag6es. O produto da PCR foi

quantificado em espectrofot6metro 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 utilizagao de um pacino de DNA ladder 1 Kb (Promega).

5.4.3. Purificagao dos amplicons

Para purificagao dos produtos de PCR, os tubos foram adicionados de 11,25 pl de

EDTA (125 mmol L-1) e 135 FL de etanol absoluto. A mistura foi incubada por 15 min. a

temperatura ambiente e em seguida centrifugada a 13000 rpm por 25 min a 25'’ C para

precipitagao dos amplicons. O sobrenadante foi descartado e aos tubos de microcentrifuga

foram adicionados 120 pl de etano1 70% (v/v). Os mesmos foram homogeneizados por

inversao, centrifugados a 13000 rpm por 10 min a 25'’ C e o sobrenadante novamente

descartado. Ap6s total evaporagao do etanol residual o produto foi ressuspendido em 10 pl de

agua livre de nuclease. O produto obtido foi quantificado em NanodropTMI 1000 a 260 nm.
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5,4.4. Reagao de sequenciamento

Os produtos de PCR obtidos foram sequenciados para fins de identificagao das amostras.

Os fragmentos foram analisados no sequenciador automatico ABI Prism 3100 (Applied

Bic>systems). As sequ6ncias de nucleotfdeos foram editadas utilizando-se o programa Bio Edit

Sequence Alignment Editor 7.2.5 version (Ibis Biosciences) e sempre que possfvel as

sequ6ncias geradas pelos oligonucleotideos iniciadores “foward” e "reverse” foram alinhadas

para gerar sequ6ncias consenso (contigues) que foram comparadas com sequ&ncias g6nicas 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 ef al. , 1997)

O isolado, para ser considerado pertencente a uma determinada esp6cie, tera que apresentar

similaridade de pelo menos 97% a outra sequQncia ja depositada no GenBank (Stackebrandt e

Goebel, 1 994).

Sequ6ncias da regiao 16S que apresentaram identidade igual ou superior a 97% e ainda

mantiveram uma posigao taxon6mica inconclusiva foram submetidos a analise filogen6tica no

software MEGA 6.0 (Tamura er al. 2011). Essa analise foi feita a partir da comparagao das

sequ6ncias de todas as possiveis esp6cies relacionadas a bact6ria isolada, incluindo esp6cies

tipo. O m6todo da probabilidade composta C usado para estimar distancias evolutivas com

valores de bootstrap calculados a partir de 1000. A bact6ria isolada foi identificada de acordo

com a sequ6ncia que exibir menor distancia evolutiva (Ferreira el al, 2015)



6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1. Caracterizagao fisico-quimica da £gua da torre de resfriamento e da ggua clarificada

Os corpos de prova ficaram na torre de resfriamento durante 7 dias, a primeira coleta

compreendendo o perfodo entre 5 a 11 de margo de 2015 e a segunda coleta entre os dias 12 e

19 de margo do mesmo ano. Durante o perfodo em que as amostras ficaram na torre de

resfriamento, foram realizadas analise de alguns parametro fisico-qufmicos pelo laborat6rio

localizado na f£brica, os valores obtidos se encontram na tabela 3. Ha ainda outros fatores de

interesse a serem avaliados devido a sua influ6ncia na comunidade microbiana envolvida

naquele sistema, como nitrito, nitrato e teor de ferro e mangan6s. Entretanto os mesmos nao

foram quantificados durante os perfodos da coleta da torre. Segundo SENEVIRATNE (2007)

os dois altimos estao relacionados a incrustagao e o mangan6s tamb6m afeta o processo de

corrosao .

Tabela 3: Parametros fisico-qufmicos da torre de resfriamento IV durante as duas coletas

Paramet ro
Primeira coleta

Maximo Minimo M6dia
he IInda coleta

Maximo Minimo M6dia

Condutividade
(BS.Gm)

Alcalinidade total
(mg CaCO3L-1)

Am6nio (mg.L-1)

Magn6sio (mg.L-1)

Dureza
(mg CaCO3.L-1)

pH

Fosfato (mg.L-1)

1243 1 1 58 1209,3 1 152 956 1045

106,0

0,4

42,5

121

48,3

0, 1

31

118

81 ,0 131 ,7

1

78,0

0,2

100,0

0,30,2

36,8

119,5 238

8,5

9,8

24

8

3,85

96,3

8,3

7,5

8,4

35.6

7,6

3,9

8,1

9,8
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A condutividade esti relacionada com os s61idos dissolvidos na agua e esses valores,

quando elevados, tamb6m afetam no processo de conosao da superficie met£lica; o indicado

sao niveis inferiores a 4000 pS.cm. P6de-se obsewar que nas amostras esses valores estao

dentro da faixa 6tima de operagao em ambos periodos de coleta (ALVES, 201 6)

Ja o controle dos parametros alcalinidade e dureza esti relacionado ao fato de os mesmos

indicarem a presenga de carbonatos, bicarbonatos, calcio e magn6sio, os quais podem ocasionar

em incrustag6es. Os valores encontrados nas duas coletas estao dentro da faixa recomendada,

inferiores a 400 ppm CaCO3. (TROVATI, 2004)

Alguns estudos tamb6m apontam limites internacionais para parametros quimicos para

agua de reuso ou para circuitos de resfriamento de agua. Os valores aceitaveis para o ion am6nio

devem ser inferiores d 1,0 mg.L-1, e foi possivel constatar que esse parametro estava adequado

em ambas as coletas. O f6sforo, assim como o nitrog6nio, 6 um elemento importante para o

crescimento de microrganismos e 6 medido pelo parametro fosfato. Os valores aceitaveis sao

inferiores a 4 mg.L-1, e foi possivel observar que os valores medidos se encontram, em m6dia,

acima do recomendado (9,8 mg.L-1 na primeira coleta e 7,5 mg.L-1 na segunda coleta)

(MACHADO, 2005)

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

6.2. Avaliagao da densidade microbiana associada a torre de resfriamento

Os valores das densidades de bact6rias planct6nicas e s6sseis associadas a torre nas duas

6pocas de coleta estao apresentados na tabela 4
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Tabela 4: Densidade m6dia de bact6rias heterotr6ficas totais planct6nicas e s6sseis encontradas
nas coletas

Planct6nica (UFC mL-1)1/

Coleta I

1,39 x 10+ t 9,72 x 103

Coleta 2

S6ssil (UFC cm-2)2/

Coleta I

1,32 x 103 & 6,96 x 102

1,28 x 1041 1,27 x 104

1,23 x 109

Corpos de prova
Laminas de vidro

Cupons de ago inox

Biocupons de ago inox

Coleta 2

2,89 x 102 13,10 x 102

5,68 x 102 15,77 x 102

1/UFC mL-1: Unidade formadora de co16nia por mililitro, 2/UFC cm-2 : Unidade formadora de co16nia por centimetro
quadrado, - analise nao realizada devido a perda da amostra durante o transporte do local de coleta ao local de
anal ise

Os valores de BHT planct6nicas na coleta 1 foi inferior a 104 UFC mL-1, dessa forma se

encontram de acordo com recomendagao do Instituto de tecnologia de resfdamento (Cooling

Technology Institute – CTI). Veiga er ul (2010) em seu trabalho tamb6m obteve valores dentro

do indicado pelo instituto ao realizar um estudo para avaliar o efeito da manutengao do cloro

residual livre na bacia de tr&s torres de resfriamento piloto de uma refinaria de petr61eo. Em seu

trabalho, Peres er al (2008) avaliando diferentes tratamento da agua de resfriamento de uma

indOstria siderargica e a presenga de microrganismos planct6nicos verificou que a contagem de

BHT tamb6m estava de acordo com os valores recomendados pelo CTI.

Quanto as BHTs s6sseis, o instituto recomenda valores inferiores a 105 UFC cm-2, os

valores determinados para laminas de vidro e cupons de ago se adequaram a recomendagao,

por6m, observa-se que os biocupons obtiveram maior adesao de microrganismos que o ideal,

uma provavel explicagao para essa diferenga C 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 formagao de biofilme pouco superior ao das laminas na primeira

coleta e nao foi observada diferenga significativa entre os corpos de prova na segunda coleta.

Observando os dados das laminas e dos cupons, pode-se perceber que houve maior adesao na

primeira coleta, essa alteragao pode ter sido referente a influ6ncia dos parametros fisico e

qufmicos na eficacia do tratamento realizado pelo adigao do cloro gas,
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Um estudo realizado por Veiga er al (2010) avaliou tamb6m as bact6rias aderidas em

corpos de prova de diferentes materiais: ago carbono, cobre e ago inox. O estudo fez uma

comparagao entre periodos de perman&ncia de 9 e 31 dias nas torres de resfriamento. Nesse

caso, os autores observaram uma diferenga na adesao entre as datas de analise e do corpo de

prova utilizado, sendo que cada material teve um comportamento diferente quanto aos periodos

de coIeta. Em geral, poucas amostras uItrapassaram os valores recomendados pelo CTI

Essa variagao quanto a adesao a corpos de prova pode ser devido as interag6es ffsico-

qufmicas que o biofilme possui com o substrato, algo que acredita-se ter influ6ncia sobre a

formagao do mesmo. Estudos comparativos entre corpos de prova indicam haver uma diferenga

na adesao para variados metais, isso ocorre devido ao comportamento que cada material possui

referente ao ataque corrosivo e a colonizagao por microrganismos. Quanto ao vidro, estudos

apontam que sua ades50 6 inferior a que ocorre em metais. (ALMEIDA el al, 2002;

TURETGEN, 2007),

A densidade de bact6rias oxidantes de am6nia (BOA) e nitrito (BON) planct6nicas e

s6sseis presentes em amostras da bacia da torre foram quantificadas pela t6cnica do n(lmero

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

Tabela 5: Densidade de bact6rias oxidantes de am6nia (BOA) e nitrito (BON)

Planct6nica (NMPmL-1)1
BOA

> 5,45 x 103

>6,77 x 103

S6ssil (NMPcm-2)2/

BOA

Coleta

1

2

BON

1,17 x 102

1,43 x 103

BON

Cupom Lamina Cupom Lamina

1 2.84 x 103 6.89 x 102 1.42 x 103 0
2 3.15 x 10 1.38 x 103 3.47 x 10-1 6.89 x 102

NMP mL-1: Namero mais provgvel de bact6rias por mililitro, 2/XMP cm-2: Namero mais provavel de bacterias

por centimetro quadratic

Coleta
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Os grupos BOA e BON foram obsewados dentre a microbiota s6ssil e planct6nica das

duas coletas, exceto na avaliagao da microbiota s6ssil das laminas de vidro da primeira coleta

De modo geral, a densidade de BOA e BON variou com a 6poca de amostragem e com o corpo

de prova analisado. Os valores para a microbiota planct6nica foram maiores na segunda coleta.

Em relagao a microbiota s6ssil, os cupons foram os corpos de prova que tiveram maior adesao

na primeira coleta. Jg na segunda coleta, houve predominancia nas laminas de vidro. De forma

geral, foram encontrados mais bact6rias nitrificantes planct6nicas na segunda coleta e a

preva16ncia desses organismos na forma s6sseis na primeira coleta. O material do corpo de

prova pode ter influenciado na ader6ncia dos organismos do grupo das nitrificantes tamb6m,

ocasionando na maior adesao no material de ago do que no de vidro. E as condig6es ambientais

entre as coletas pode ter afetado a presenga de bact6rias na forma planct6nica e s6ssil, pois foi

verificada variagao entre os parametros ffsico-quimicos entre as coletas,

E possfvel que os dados da densidade de bact6rias oxidantes de am6nia planct6nica

possa estar subestimada, uma vez que as diluig6es utilizadas apresentaram resultados positivos

para todos os tubos. Este padrao 6 analisado quando todos os 5 tubos das diferentes diluig6es

analisadas dao positivo, dessa forma o valor fornecido pela tabela para quantificagao de

bact6rias 6 superior a 1 600, o que resulta em imprecisao,

Esta variagao na densidade de BHT, BOA e BON em fungao do material do corpo de

prova ja foi relatada em outros estudos. Alves (2016), realizando estudo semelhante em outra

torre da mesma f£brica de fertilizantes observou uma variagao entre a 6poca das coletas e o

corpo de prova utilizado, mas a ader&ncia foi significativamente maior nas laminas de vidro

paras as BHT, ja as diluig6es utilizadas para quantificar as bact6rias nitrificantes nao se mostrou
suficiente

6.3. Avaliagao da biomassa aderida

colorim6tricos
corpos de prova a partir de m6todos

Para facilitar an£lises necessarias nos mais diversos seguimentos industriais, diversas

metodologias sao propostas. A utilizagao de m6todos colorim6tricos objetiva tornar mais

simples a quantificagao de microrganismos s6sseis. Para verificar a eficacia de alguns desses

m6todos, foi feita uma comparagao dos dados obtidos atrav6s da metodologia de contagem das
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unidades formadoras de co16nia (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 contraposigao

entre os valores obtidos pelo m6todo do indice de ader6ncia (IA).

A determinagao da biomassa do biofilme utilizando o kit da Hydrobio d feita

comparando a cor observada nos cupons com uma escala de cor fornecida pelo fabricante que

6 correlacionada com a biomassa do biofilme em g.m-2 (Figura 4). Os valores da biomassa

associada a cupons de ago carbono corados corresponderam a 15 g.m-2 para a primeira coleta e

5 g.m-2 para a segunda.

Figura 5: Metodologia para utilizagao do kit Hydrobio®
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Fonte: BKG Water Solutions (http://www.kurita.eu/en/)

E possivel perceber que houve uma diminuigao na densidade de BHTs entre a primeira

e a segunda coleta, assim como havia sido verificado pela metodologia de determinagao da

densidade baseada em diluigao seriada e plaqueamento em meios de cultivo padrao.

O kit ainda possibilita avaliar se essa concentragao de biofilme 6 considerada baixa,

m6dia ou alta constituindo risco para a torre. Atrav6s da escala 6 possivel concluir que a
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biomassa do biofilme nao imp6e risco de corrosao ao sistema e que o controle microbiano esti

adequado.

Outro m6todo indireto utilizado 6 o de Indice de ader6ncia (IA) o qual 6 patenteado por

pesquisadores do Laborat6rio de Microbiologia Aplicada e a equipe do Centro de Pesquisa e

Desenvolvimento da Petrobras (CENPES). Nela, os valores de indice de ader6ncia medidos a

531 nm sao correlacionado com a biomassa de biofilme aderido a laminas de vidro, usando a

seguinte expressao matematica: Y = 0,1243 X, em que a variavel “y“ se refere ao valor de

absorvancia a 531 nm e “x” a densidade microbiana expressa em g.cm-2

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 analise de teste de variancia e analise de variancia (ANOVA), pode-se

dizer que esses valores sao 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 colorim6tricas avaliam a biomassa total em que sao quantificados outros

grupos microbianos que nao crescem no meio de cultivo para BHTs ou mesmo organismos que

nao sao cultivaveis,

Tabela 6: Indice de ader&ncia das laminas depositadas na bacia da torre IV

indice de
aderencia

Densidade
microbiana
Ig „n-\

1 ,6
Prim8ira

coleta
Segunda

coleta

0,2 £ O,06

0,22 x 0,02 1 ,8
g cm-2= grama por metro quadrado

Assim, percebe-se que os m6todos colorim6tricos possuem uma correlagao com os

dados obtidos pela contagem de Unidades Formadoras de Co16nias. Os resultados podem varia

porque esses m6todos quantificam toda a biomassa presente no corpo de prova, o que pode ser

uma vantagem, a16m de que tamb6m permitem obtengao de resultados de forma mais r£pida.
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6.4. Isolamento e identificagao de bact6rias s6sseis e planct6nicas presentes na torre de
resfriamento

Foi possfvel isolar 41 diferentes morfotipos a partir do crescimento em meio de cultura

das amostras coletadas na bacia da torre. Foram analisadas caracteristicas morfo16gicas de cor,

brilho, forma da borda, superficie, elevagao, centro e consist6ncia. A descrigao destas

morfoesp6cies estao apHsentadas no ap6ndice (A). A identificagao dessas amostras foi feita por

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

Foi possivel isolar 34 bact6rias na primeira coleta e 7 na segunda coleta. lsso aponta

como a diversidade de bact6rias diminuiu entre as analises. At6 a conclusao desse trabalho, 10

amostras nao haviam sido sequenciadas e nao foram identificadas as esp6cies de 18 amostras,

No total, foram encontrados 6 g6neros diferentes: Pseudomonas, Acinetobacter ,

Bacillus. Aeromonas, Chryseobacterium e Stenotrophomonas . Enquanto representantes de

todos esses g&neros foram observados na primeira coleta, na segunda, somente amostras de

Pseudomonas foram observadas, provavelmente como resultado do efeito dos parametros

fisico-quimicos sobre o tratamento microbiano com cloro em gas aplicado durante a segunda

coleta que, a16m de reduzir a densidade da microbiota, reduziu tamb6m a diversidade. A figura

5 apresenta a percentagem dos diferentes g6neros isolados nas duas coletas. E possivel obsewar

que mais da metade das bact6rias cultivaveis isoladas da torre sao pertencentes ao g6nero
Pseudomonas
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Figura 6: grafico com percentual dos g6neros que foram identificados dos isolados das duas
coletas

Amostras nao
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249“a
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30/G

Aeromonus sp.
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3t70

Bacillus sp.
(2 arnostras)

st?a
Acinetobucter sp.
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12%



Tabcla 7: Densidade dos generos isolados por coIeta e na forma planct6nica c sCssil

Gencro / especic Biocupom (UFC cm-2)

Colcta I Coleta 2

sessil

Cupom (UFC cm-2)
Coleta I CoIeta 2

4,91 X 104

L&nina (UFC cm-2)

Coleta I Coleta 2

Planct6nica (UFC mL'1)

Acinetobacter sp

4. junil

C-olcta I Colcta 2

2,51 X 105

9,04 X 102

.4. venetiarrtis

Heromonas veronil

Bacillus sp

1,06 X 103
4,52 X 10

1,36 X 102

9,00 X 102

5,62 X 103

ChD’seobacteritun hispatense

Pseudornonas sp 2,50 X 10

P. otitidis
2,67 X 10

1,33 X 103

9,44 X 102

1,67 X 104

- 8,14 X 10

1,81 X 102

1,80 X 104

P. chengduensis

P. pseudoalcaligenes

P. alcaliphila

1,93 X 109

2,38 X 109

6.00 X 1 Ox

5,65 X 103

1,16X 104

3,M X 104
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Stcnotrophomonas sp

4B4

4B5

4B6

4B8

4B14

41 127

4B28

4B3 1

4B32

4B34

Total

2,19 X 103

3,76 X 10-

1,50 X 103

1,63 X 104

2,31 X 103

2,67 X 10

1,59 X 103

I,09 X IO=

4,52 X 102

1,01 X ]03

4.52 X 10

1,14 X 103
4,93 X 10’ 9,42X 104 7,35 XI(F 2l54X IOs 7,16 X 104 0



A tabela confirma a predominancia de bact6rias do g6nero Pseudomonas sp. Esse g6nero

6 formado por bact6rias gram-negativas, aer6bias, nao formadoras de end6sporos, com formato

de bastonete e a maioria possui flagelos que Ihe conferem mobilidade. Algumas esp6cies sao

fluorescentes e outras nao. Crescem em pH neutro, a temperatura 6tima para as esp6cies do

g&nero 6 aproximadamente 28'’ C. O pH durante as coletas foi de 8,1 e 8,3, pr6ximo a
neutralidade e as temperaturas da torre sao pouco superiores a 6tima, sendo entre 30'’C e 38'’C,

condig6es que permitem a presenga desse g6nero (CAIXETA, 2008; OLIVEIRA, 2013),

Algumas esp6cies sao patog6nicas para humanos, animais e plantas. Outras, como a

P.strutzeri e a P.pseudoalcaligenes , podem metabolizar diversos substratos, sendo utilizadas

em processos de biorremediagao e tratamento de aguas residuais (LEAL,2015;

MICROBEWIKI, 2012; SILLANKORVA, 2004),

Como pode ser observada na tabela anterior, bact6rias do g6nero Acinetobacter sp foram

isoladas na primeira coleta na forma s6ssil (cupons e laminas) e planct8nica. As bact6rias

pertencentes a esse g6nero possuem a forma de bacilo, sao im6veis, gram-negativas e nao

formam esporos. Estao presentes na agua solo e microbiota de humanos e animais, por terem

uma alta versatilidade nutricional e metab61ica. E necess£rio um cuidado com os organismos

desse g6nero, pois 6 um pat6geno oportunista relacionado com casos de pneumonia e que

acomete, principalmente, pacientes imunodeprimidos e internados em unidades de terapia

intensiva. O tratamento muitas vezes 6 complicado pois a bact6ria pode apresentar resist6ncia

a diversos medicamentos e facilidade em se adaptar a ambientes hostis, com diferentes

condig6es de temperatura e pH (LUZ, 2010; MARTINS, 2010; TAKAGI, 2011).

Estudos de monitoramento da qualidade microbio16gica de agua purificada para uso em

ambiente de made (MARTINS, 2002) e no esgoto dom6stico e hospitalar (FERREIRA, 2015)

isolaram diferentes esp6cies patog6nicas do g6nero. Representantes do g6nero tamb6m ja foram

descritos em uma torre de resfriamento de uma f£brica de substancias quimicas na China

(WANG er al, 2013)

Aeromonas sp, Bacillus sp e Chryseobacterium sp foram encontrados apenas na

primeira coleta e nas laminas de vidro. O primeiro g6nero possui a forma de bacilos, sendo

gram-positivas, anaer6bias facultativas e encontrado frequentemente em ambientes aquaticos.

Eventualmente sao pat6genos de r6pteis, mamfferos e humanos imunocomprometidos. Nesses

altimos pode causar gastroenterite, diarreia e, principalmente, infecg6es respirat6rias e
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generalizadas. O risco da presenga desses microrganismos C que o contagio pode se dar pelo

contato de feridas com a agua contaminada ou da ingestao 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 esp6cies cresce bem a 37') C, mas sua temperatura

6tima se encontra na faixa entre 22' C e 28'’ C e o pH entre 5,5 e 9 (MARQUES, 2011). A

temperatura da torre em estudo se encontra na faixa entre 30'’ C e 38'’ C, superior as suas

condig6es 6timas de crescimento, mas o pH na torre na 6poca em que foi isolado se encontrou

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

Ja o g6nero Bacillus 6 composto por bact6rias gram-positivas, aer6bias ou anaer6bias

facultativas, com formagao de esporos resistentes ao calor, frio, radiagao, dessecagao e a

desinfetantes. sao de natureza ubfqua, colonizando solo, agua, p6 do ar, microbiota intestinal

do homem e outros animais. E um grupo diversos, que inclui esp6cies patog6nicas e outras que

sintetizam imponantes antibi6ticos (MARANGONI, 2010; MICROBEWIKI, 2010).

A presenga desses organismos em torre de resfriamento 6 comum. Bact6rias esporuladas

como os Bacillus sp causam problemas devido sua capacidade em formar biofilme e esporos de

dificil destruigao. O pH ideal para o g6nero 6 de 5 a 8 ea temperatura se encontra na faixa entre

20'’ C c 40'’ C, a torre IV se encontrava dentro dessas condig6es nos periodos de estudo

(NIACHADO, 2005).

Quanto ao g6nero Chryseobacterium, inclui bacilos gram-negativos, nao m6veis, e sao

comumente encontrados em solo, agua doce, esgoto e em associagao com plantas, entre outros.

Algumas esp6cies possuem a capacidade de reduzir nitrato e nitrito. E um pat6geno ambiental

oportunista, podendo causar bacteremia. meningites, s6psis abdominais e infecgao de feridas.

O controle de sua presenga C dificultado por ser uma bact6ria multirresistente a antimicrobianos

(MIGUEL, 201 1 ; DIAS, 2007).

Em estudo que buscava avaliar a formagao de biofilmes em diferentes condig6es e

demonstrar a equiva16ncia entre as bact6rias presentes nesses, realizou testes em uma planta

industrial alimenticia e em um domicilio localizado em Tokyo. As coletas foram feitas em uma

torre de resfriamento e no encanamento do banheiro (FURUHATA er al. 2008). Foram isolados

nesses ambientes os g&neros Pseudomonas, Aeromonas, Chryseobacterium e Acinetobacter.

O g6nero Stenotrophomonas foi identificado apenas para uma amostra bacteriana

isolada de cupom. sao organismos gram-negativos. aer6bios obrigat6rios e m6veis por flagelo
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polar. Podem ser pat6genos do trato respirat6rio humano acometendo pacientes com baixa

imunidade e sao multirresistentes a medicamentos devido, principalmente, a sua variabilidade

gen6tica, que facilita sua adaptagao a novas condig6es ambientais e sua capacidade de adquirir

genes de resist6ncia atrav6s de outras bact6rias ja adaptadas. Esse processo d conhecido como

Transfer6ncia Gen6tica 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 isoIadas 81 amostras e 16 g6neros distintos, dentre eles se encontraram algumas das

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

SP

Observando a adesao desses microrganismos nos diferentes corpos de prova testados,

p6de-se perceber que houve uma maior diversidade na primeira coleta realizada na lamina de

vidro, isso possivelmente porque os compostos quimicos usados para tratamento possuem uma

reagao com o material que serve de substrato, o que pode ter ocasionado nessa variedade de

organismos na lamina de vidro.

A resposta das bact6rias ao tratamento por biocida utilizado 6 determinado pela natureza

do agente quimico e o tipo de organismo envolvido. Organismos em biofilme possuem maior

protegao que os s6sseis, e a densidade dos mesmos tamb6m pode afetar na agao do composto

quimico. Bact6rias gram-negativas costumam ser menos sensfveis a aplicagao de tais

compostos, a propriedade de formar end6sporos tamb6m permite maior resist6ncia

(MORENTE ef ul., 2013). O composto quimico aplicado tamb6m possui diferente interagao

com os maios variados organismos, o cloro em gas, tratamento utilizado na torre em estudo

possui diferente relagao com alguns dos g6neros isolados na torre IV. Foi observado que

algumas esp6cies de Pseudomonas sp. sao resistentes ao cloro (ALVES, 2014), esporos de

organismos do g&nero Bacillus sp. sao mais resistentes a desinfecg6es que todos os tipos de

bact6rias (LOUREN(,Ao, 2009)
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7. CONCLUSOES

No presente trabalho observou-se que houve variagao na densidade bacteriana

planct6nica e s6ssil durante as coletas realizadas. Essa diferenciagao pode estar relacionada as

variag6es das condig6es fisico-quimicas da torre estudada, a qual pode ter influenciado na

eficacia do tratamento com cloro em gas na torre nos diferentes periodos. O formato do

biocupom pode ter ocasionado na adesao superior aos demais corpos de prova. E em relagao a

formagao do biofilme no ago inox e no vidro, a diferenciagao pode ter ocorrido devido a

interagao do mesmo com o material do substrato, estudos relatam uma maior adesao de

biofilmes em metais do que em vidro.

A diversidade tamb6m variou entre as analises, podendo estar atrelada tamb6m as

condig6es ambientais geradas pelos parametros fisico-qufmicos e o biocida empregado. Na

segunda coleta apenas foram isolados organismos s6sseis do g6nero Pseudomonas . Enquanto

na primeira coleta, a16m desse g6nero, tamb6m foram encontrados na forma s6ssil e planct6nica:

Acinetobacter, Aeromonas, Bacillus, Chryseobacterium e Stenotrophomonas. Tamb6m foi

observada maior diversidade na lamina de vidro, possivelmente devido a diferente agao do

biocida na presenga de diferentes materiais.

O estudo tamb6m permitiu perceber que os m6todos colorim6tricos possuem uma

correlagao com os valores utilizados na metodologia de quantificagao de unidades formadoras

de co16nia, por6m os dados podem divergir pois esta avalia apenas grupos microbianos

cultiv£veis em meio para BHTs enquanto os m6todos colorim6tricos avaliam a biomassa total,

apresentando assim uma vantagem em relagao ao m6todo tradicionalmente utilizada, a16m de

demandarem avaliag6es mais rapidas.
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