UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO

Chika Wakiyama

ACAO DE ALGICIDAS SOBRE MICROALGAS DE EFEITO
ANTIESTETICO EM EMBALAGENS DE AGUA ENGARRAFADA.

RECIFE - PE
2004



ACAO DE ALGICIDAS SOBRE MICROALGAS DE EFEITO
ANTIESTETICO EM EMBALAGENS DE AGUA ENGARRAFADA.

Chika Wakiyama

Dissertacdo apresentada ao Programa de poés-
graduacdo em Nutrichio do Departamento de
Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco —
UFPE, como requisito para a obtencéo do titulo de

Mestre em Ciéncia dos Alimentos.

Orientadora: Prof2 Dra. Edleide Freitas Pires

Co-orientadora: Prof2 Dra. Claudia Chamixaes Lopez

RECIFE - PE
2004



Wakiyama, Chika

Agido de algicidas sobre microalgas de efeito
antiestético em embalagens de adgua engarrafada. /
Chilka Wakiyama. — Recife : O Autor, 2004,

84 folhas : il,, fig., tab.

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal
de Pemambuco. CCS. Nutrigio, 2004.

Inclui bibliografia.

1. Microbiologia — Microalgas. 2. Microcystis
robusta e stichosiphon — Algicidas — Utilizagbes de
testes. 3. Aguas engarrafadas -~ Embalagens
plasticas - Sanitizagio. l. Titulo.

582.232 CDU (2.ed.) UFPE
589.46 CDD (21.ed.) BC2004-501



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
~ CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO

ACAO DE ALGICIDAS SOBRE MICROALGAS DE EFEITO
ANTIESTETICO EM EMBALAGENS DE AGUA ENGARRAFADA.

Banca examinadora:

1" examinador /presidente
2° examinador
/ 3° examiﬁador

RECIFE - PE
2004



A Deus, pela constante presenca em minha vida,

a meus pais, pela educagéao e pelo apoio,

a meu irmao, pelo estimulo e incentivo,

a meu esposo, Francisco por todo amor, paciéncia, estimulo e,
principalmente, por representar a companhia mais perfeita para os
momentos mais importantes de minha vida,

dedico este trabalho.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me permitir a oportunidade de trilhar novos caminhos e, a
minha familia, por me proporcionar as condigcbes necesséarias para

vivenciar tais oportunidades.

A Universidade Federal de Pernambuco, pela oportunidade concedida

para o desenvolvimento e realizacdo deste trabalho.

A professora Edleide Freitas Pires, pelo incentivo e influéncia em
minha formacdo académica. Com o0s ensinamentos que me

possibilitaram crescer e aproveitar as oportunidades vividas.

A Claudia Chamixaes Lopez, pela oportunidade concedida para

ampliar meus conhecimentos e apoio na execucao dessa pesquisa.

As professoras Nonete Barbosa Guerra, Tania Stamford, Telma
Biscontini, Zelyta Faro e Alda Livera, pelos seus ensinamentos que

muito contribuiram para a minha formag&o profissional.

Aos amigos Laércio Borges e Vivaldo Araldjo da Silva por me
ensinarem as praticas microbiolégicas e pelo seu compromisso e
dedicacédo ao trabalho. Pela amizade construida e por possibilitarem a

realizacao deste projeto.

A Moab Miguel da Silva pelo apoio concedido na realizagdo do

experimento.

A Karla Bismark Lopes e Maria Lucia Diniz Araujo, pela contribuicdo

na execucao desse trabalho.



A Samara Alvachian, pelo apoio dado para a realizacdo das andlises

estatisticas.

A lzabelle Paes de Brito, pelo incentivo e pela colaboragédo. A amiga
Jenyffer Medeiros Campos.

Aos demais funcionarios do Laboratério de Experimentacdo e Analise
de Alimentos (LEAAL) do Departamento de Nutricdo — UFPE, pelo

apoio concedido.

As empresas Agua mineral Serra Branca, Santa Joana e Santa Clara

por possibilitarem a realizagdo desse trabalho.

Ao Sr. Rogério Papini, da “Kalyclean” pelo apoio prestado.



SUMARIO

Pagina
LISTA DE TABELAS
LISTA DE ILUSTRACAO
SUMARIO
RESUMO
ABSTRACT
1.0 INTRODUCAO 13
2.0 REVISAO DA LITERATURA 16
2.1. A 4gua e suas caracteristicas 19
2.1.1. Caracteristicas fisicas 22
2.1.2. Caracteristicas quimicas 25
2.2 Algas 26
2.2.1. Algas verde-azuladas 28
2.3. Aguas engarrafadas 29
2.4. Embalagem para aguas 32
2.5. Formacado de biofilmes 35
2.6. Sanitizantes quimicos 42
3.0 OBJETIVOS 48
3.1. Objetivo geral 48
3.2. Objetivos especificos 48
4.0 MATERIAL E METODOS 49
4.1 Amostras 49

4.2. Local de execugéo da pesquisa 50



4.3. Métodos 50
4.3.1. ldentificagdo de microalgas 50

4.3.2. Contagem de bactérias heterotréficas e avaliacdo da cor

produzida por microalgas 52

4.3.3. Cultivo de microalgas 52
4.3.3.1 Inoculagéo 52
4.3.3.2 Preparacao das amostras 53

4.3.4. Verificacdo da eficacia de algicidas 54

5.0 ANALISE ESTATISTICA 57
6.0 RESULTADOS E DISCUSSAO 58
6.1. Identificacdo das microalgas 58

6.2. Resultados da analise estatistica da contagem de heterotroficos e
coloracgéo verde produzida por microalgas 62

6.3. Andlise estatistica da contagem de heterotroficos em dguas com

microalgas 64
6.4. Comportamento das microalgas apos aplicacdo de algicidas 66
6.5 Analise estatistica da aplicagdo dos algicidas 68
7.0 CONCLUSOES 74
8.0. CONSIDERACOES FINAIS 75

9.0. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 76



RESUMO

As &guas captadas em profundidade podem apresentar desenvolvimento de microalgas,
favorecendo a formacédo de biofilmes pelas més condicdes higiénicas e incidéncia de luz.
Desta forma, procedimentos adequados de higienizacdo que evitem a formacdo ou que
removam os biofilmes contribuirdo para a preservacdo da qualidade das aguas
engarrafadas. As amostras foram constituidas de embalagens de &guas com sinais de
alteracdo pelo desenvolvimento de microalgas, procedentes de duas empresas
engarrafadoras do Agreste e Litoral de Pernambuco - Brasil. Foram utilizados dois
diferentes tipos de embalagens: polipropileno de 20L e tereftalado de polietileno de 5L.
Dois tipos de microalgas foram identificados: Stichosiphon (5L) e Microcystis robusta
(20L). Awvaliou-se a acdo abrasiva de brita com detergente alcalino clorado associada a
diferentes algicidas (acido peracético e quaternario de aménia) em dois tempos de contato
(5 e 15 min) sobre a inibicdo do crescimento das microalgas. Observou-se que nas amostras
de 20L todos os tratamentos demonstraram eficacia. Nas amostras de 5L 0 uso da acgdo
mecanica com detergente alcalino clorado seguido da sanitizagcdo quimica foi o que
demonstrou melhores resultados, permitindo concluir que a associacdo de diferentes
tratamentos (mecanico e quimico) na limpeza dos recipientes possibilitou eliminar os

biofilmes formados por microalgas em aguas engarrafadas.

Palavras-Chave — agua, algas, algicidas.



ABSTRACT
The depth waters impound can show some micro seaweed development, favoring the
biofilms formation by the favorable hygienic conditions and light incidence. Then,
adequate hygienic procedures that avoid the formation or that remove the biofilms will
contribute to the quality preservation of the bottled waters. The samples were formed of
water packages with alteration by the development of the micro seaweeds that comes from
two bottlers companies from the Agreste and Litoral of Pernambuco — Brazil. There were
used two different kinds of 20 Liters propilen packages and tereftalado de polietileno de
5L. Two kinds of micro seaweeds were identified: Stichosiphon (5L) e Microcystis robusta
(20L). There was evaluated the abrasive action of small stones with chlorine alkaline
detergent associated to different algicides (ac. peracetic and ammonia quaternary) in two
contact times (5 and 15 minutes) over the inhibition of the micro seaweeds growth. It was
observed that in the 20L samples all the treatments showed some effectiveness. On the 5L
samples the mechanic action use with the chlorine alkaline detergent followed by the
chemic sanitization was that showed better results, allowing to conclude that the association
of different treatments (mechanic and chemic) on the recipients cleanness permited to

eliminate the formed biofilms by seaweeds in bottled waters.

Key words: water, algae, algicides.
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1 INTRODUCAO

A agua é um elemento natural, imprescindivel a nutricdo e a vida, por atuar
como parte essencial nas reacdes metabolicas e por compor todos os tecidos do
organismo humano. Dessa forma, a qualidade da dgua consumida por uma populacédo
refletird na sua qualidade de vida e determinara a incidéncia de doencas, a exemplo da
diarréia, uma causa de mortalidade infantil registrada no Brasil e em paises em
desenvolvimento (HUMBERG, 1992; MAHAN, 1998; PIMENTEL, 1999; RICHTER;

AZEVEDO NETTO, 1998).

A é4gua de méa qualidade constitui um veiculo de contaminacdo, pois transporta
microorganismos causadores de doengas infecciosas que podem levar a morte. Tal fato
¢ bastante evidenciado nas populacbes de paises subdesenvolvidos. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% das doencas que ocorrem nos paises em
desenvolvimento sdo ocasionadas pela agua contaminada e, a cada ano, 15 milhdes de
criancas, na faixa etéaria entre 0 a 5 anos, morrem pela deficiéncia dos sistemas de
abastecimentos de &guas e esgotos (MACEDO, 2000; PIMENTEL, 1999; RICHTER;

AZEVEDO NETTO, 1998).

Diante de tal contexto, a 4gua deve ser considerada com bastante destaque.
Ademais, do total da dgua contida no planeta, somente 3% esta disponivel e destes,
cerca de 75% se encontra sob a forma de calotas polares e apenas 0,3% de dgua doce do
planeta é disponivel e aproveitada (PIMENTEL, 1999; RICHTER; AZEVEDO

NETTO, 1998; TUNDISI, 2003).

As éaguas de origem subterrdnea representam as mais puras existentes na

natureza, no entanto, a preservacdo de sua qualidade exige atencdo por parte dos
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exploradores e autoridades sanitarias, uma vez que a exploracdo intensiva dos lencois
de aguas e os procedimentos inadequados de utilizacdo podem prejudicar a sua pureza

original (PIMENTEL, 1999).

A é&gua de qualidade satisfatoria deve ser isenta de qualquer tipo de
contaminagdo e possuir caracteristicas organolépticas desejaveis ao consumidor. Por
isso, a qualidade da &gua é uma questdo tdo importante quanto sua escassez

(PIMENTEL, 1999).

N&o obstante as impurezas de origem bioldgica que se encontram presentes na
agua, outras de distinta natureza, também podem acarretar problemas operacionais para
as industrias de alimentos por provocar a formacdo de depdsitos, surgimento de
incrustagdes em superficies, corrosdo em metais, espumas, lodo microbioldgico,
deterioracdo, entre outros (ANDRADE; MACEDO, 1996; MACEDO, 2000). De tal
maneira, as algas se destacam por provocarem alteragdes e ocasionarem transtornos aos

abastecimentos publicos e as 4guas envasadas.

A &gua engarrafada é classificada como a terceira bebida mais consumida,
perdendo apenas para o refrigerante e para o leite. Representa a categoria que mais
cresceu na década de 90, contabilizando, em volume, a quinta maior categoria de
bebidas do Brasil. No periodo de 1992/97, o aumento de consumo per capita acumulado
foi superior a 100%, contra apenas 16% dos refrigerantes. O volume de &aguas
engarrafadas no mercado nacional cresceu 15% ao ano, nos Gltimos cinco anos,
alcangando 2,5 bilhdes de litros em 1998 com um crescimento superior a 20% em 1999

(GORINI, 2000). Diante de tdo rapida evolugdo, com consequente necessidade do
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aumento na producdo, surgiram algumas dificuldades no segmento, dentre essas se

destaca o surgimento de microalgas.

As microalgas representam um problema estético para as &guas, de
conseqiiéncia econdmica para as empresas engarrafadoras, pois 0s recipientes de
natureza descartavel, quando comprometidos, sdo rejeitadas acarretando também o
desperdicio do liquido. No caso dos garrafées de 20 litros retornaveis, contaminados
por microalgas, os processos de lavagem tornam-se mais dificeis. A necessidade de
eliminacdo das sujidades e da contaminacdo por bactérias, normalmente presentes na
agua, exige alternativas que possibilitem a destruicdo de microalgas de efeito

antiestético.

As técnicas seguras, utilizadas na captacdo e na estocagem de aguas, constituem
alternativas viaveis e eficazes que visam a preservacao da sua pureza, da palatabilidade
e da qualidade microbioldgica, entretanto, as aguas captadas em profundidade podem
apresentar o desenvolvimento de microalgas, favorecendo a formagédo de biofilmes
pelas condi¢Bes higiénicas insatisfatorias, e pela incidéncia de luz. Desta forma,
pesquisas que venham contribuir com informacdes de procedimentos adequados de
higienizacdo e de desenvolvimento de formulacGes de agentes quimicos (detergentes e
sanitizantes), que evitem a formacéo ou que removam os biofilmes, sdo de contribuicdo

para a preservacao da qualidade das &guas.

Considerando que a incidéncia de microalgas nas industrias de engarrafamento é
real, crescente e responsavel por alteracbes de ordem estética, esta pesquisa pretende

contribuir com a reducdo do problema nas industrias engarrafadoras de aguas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A importancia e a necessidade da agua sdo universais. Sua distribuicdo, de
aparente inesgotabilidade, tem levado a humanidade a utilizd-la de forma
indiscriminada, sem maiores preocupagdes quanto a sua conservacdo (LOMBARDI

NETO, 1994).

Estudos apontam que cerca de 1,2 bilhGes de pessoas ndo possuem acesso a
agua limpa. A Organizacdo das NacGes Unidas (ONU) e a Global Water Partnership
(GWP) alertam que a escassez de agua podera atingir 3 bilhdes de pessoas em 2025,
envolvendo 52 paises e que em 2050 dois tercos da populagdo mundial podera sofrer
com o problema de escassez de dgua. As mesmas instituicdes estimam ameacas de
guerras por conflitos fronteiricos em disputa por rios, como 0s que ocorrem entre a

Turquia e Siria, em disputa pelo Rio Eufrates. (LUZ, 2000; TEICH, 2002).

A dimensdo da preocupacdo pela agua € justificada pelo crescente nimero de
reuniGes ocorridas nos ultimos 40 anos para esse mesmo fim: Conferéncia de Mar Del
Plata, 1977; Conferéncia Mundial de Agua Potavel e Abastecimento de Nova Deli,
1990; Simposio Internacional sobre Agua e Meio Ambiente de Dublin, 1992;
Conferéncia de Noordwijk, 1994; Conferéncia das Nagbes Unidas sobre Meio
Ambiente e Desenvolvimento no Rio de Janeiro, 1992; Conferéncia das Na¢6es Unidas
sobre Habitat em Istambul, 1996; Conferéncia Internacional sobre 4&gua e
Desenvolvimento Sustentdvel em Paris, 1998 (PIMENTEL, 1999). Os principais
problemas discutidos sobre a dgua sdo relativos a sua quantidade e qualidade, uma vez
que a maioria dos rios encontra-se poluida, tornando-a indisponivel e ameacando a
salide das pessoas, animais e plantas. Junta-se a isso as grandes concentra¢fes urbanas,

0 consumo per capita elevado e outras interven¢Ges humanas que afetam, de forma
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dramatica, o ciclo natural dos recursos hidricos, contribuindo para 0 mau uso e/ou

escassez (LOMBARDI NETO, 1994; LUZ, 2000). Em certas regides do mundo, como
oeste dos Estados Unidos, norte da China e boa parte da india, a 4gua esta sendo
consumida em ritmo mais rapido do que se pode renovar. Estima-se que 30% das
maiores bacias hidrograficas perderam mais da metade da cobertura vegetal original,

gerando a reducdo da quantidade de agua (TEICH, 2002).

Cerca de 1,4 bilhdes de pessoas ndo possuem acesso a agua limpa, dessa forma
a agua pode veicular doencas e apresentar impurezas indcuas, pouco desejaveis ou
extremamente perigosas. Dentre as impurezas, pode-se destacar: a presenca de virus,
bactérias, algas, parasitas, substancias toxicas e até elementos radioativos (RICHTER;
AZEVEDO NETTO, 1998). Devido as doencas veiculadas pela agua, mais de 10
milhdes de pessoas morrem por ano com idade inferior aos 18 anos, e a cada oito
segundos, estima-se que uma crianga morre vitimada por disenteria, cllera ou outra

enfermidade transmitida pela agua (LUZ, 2000; MACEDO, 2000).

O Brasil concentra cerca de 16% da producdo hidrica do mundo e cerca de 51%
da producdo Sul-Americana (FELIPPO, 2000; LUZ, 2000) ndo apresentando, por
enquanto, escassez de agua, mas sim deficiéncia de gerenciamento de seus recursos
hidricos. Mesmo distribuido de forma desigual, o problema da escassez promovido pela
deficiéncia de gerenciamento por parte das autoridades competentes encontra-se longe
da situacdo critica observada em outros paises (LUZ, 2000). Todavia, tal situacdo gera
crises de falta d’agua pela constante atividade predatéria (LUZ, 2000; REBOUCAS,
1997). Fato j& observado no Brasil em algumas cidades do Nordeste como Recife - PE,

Campina Grande - PB e Sdo Luiz — MA (LUZ, 2000).
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A utilizacdo dos recursos de maneira imprudente traz péssimas consequéncias.

Assim, a conservacdo dos recursos naturais de carater renovavel ndo deve ser de
responsabilidade de alguns especialistas e técnicos, mas de cada individuo, empresa ou
organizacdo trabalhando em conjunto na preservagdo dos recursos que formam a base
da economia da Nagdo (LOMBARDI NETO, 1994). No Brasil, a conscientizacao esta
longe do ideal, o Estado perfura novos pogos quando deveria planejar e descentralizar o
abastecimento para a prevencdo de caréncias desnecessarias. O Estado ndo mapeia seus

recursos hidricos nem planeja a utilizagdo da agua de forma racional (AGUA, 1991).

As principais questdes relacionadas a gestdo dos recursos hidricos parecem ter
sua origem no fato de ter havido desenvolvimento e na forma que se deu. Imputa-se ao
desenvolvimento, a responsabilidade pelos dois flagelos que afligem a humanidade: o
aquecimento do globo terrestre e a escassez de agua. Esta Ultima, decorrente da acdo
humana imprevidente, associada ao saneamento sanitario inadequado que se encontra
relacionado ao subdesenvolvimento nas esferas educacional, cultural, ambiental e
politica. O atraso nessas dimensdes, por sua vez, possibilita a ocorréncia de crescimento
econdmico desordenado e comportamento predatorio causador de erosdo do solo, de
contaminacdo e/ou assoreamento dos corpos d’agua, de desperdicios, de poluicdo e de
degradacdo ambiental, além de estar também relacionada ao subdesenvolvimento social
como a subnutricdo, a mortalidade infantil e a moléstias transmitidas pela agua,
agravada pela deficiéncia de redes de esgoto e dgua, de drenagem urbana e de coleta de

lixo (MARTINS, 2001).

Para superar tais fatos, € necessario assumir um compromisso de
sustentabilidade com o futuro de forma que o desenvolvimento satisfaga as
necessidades do presente, sem comprometer a capacidade das geracfes vindouras em

satisfazer as suas proprias necessidades, através de leis rigorosas, de investimentos em
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saneamento, pesquisa e recursos humanos, da fiscalizacao eficiente e da criacdo de uma

real conscientizacdo ecoldgica. E imprescindivel a mudanca da mentalidade, dos
habitos e dos costumes, além da comunicacdo para a conscientiza¢do, a mobilizacao e a

organizacao das acoes (MARTINS, 2001).

2.1 A 4gua e suas caracteristicas

A &gua pura, incolor, inodora, insipida e transparente, ndo se encontra na
natureza em estado de absoluta pureza. O gas carb6nico presente na atmosfera e no
solo, pela decomposicdo da matéria organica, dissolve-se na &gua aumentando sua
capacidade solvente e, dessa forma, a &gua presente na natureza pode adquirir

impurezas em diversos estados e efeitos:

em suspensdo: algas e protozodarios (causam alteracdo de sabor, odor, cor e turbidez);

areia e argila (causam turbidez); residuos industriais e domésticos;

em estado coloidal: bactéria e virus (que podem causar prejuizos as instalagdes);

substancias de origem vegetal (responsaveis por alteracdes na cor, acidez e sabor);

silica e argila (causadores de turbidez);

dissolvidas: substancias de origem mineral, principalmente célcio e magnésio, além de
compostos organicos e gases, cujos efeitos dependerdo da composicdo, da concentracéo
e das reacdes quimicas com outras substancias (MACEDO, 2000; RICHTER,;

AZEVEDO NETTO, 1998).

A qualidade da &gua é definida pela sua composicdo quimica, fisica e
bacterioldgica e suas caracteristicas desejaveis dependem de sua utilizagdo. A &gua para
consumo humano devera ser pura e saudavel, isenta de matéria suspensa visivel, com

cor tolerada, sem gosto e sem odor, além da auséncia de microorganismos capazes de
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provocar enfermidades ou de substancias com efeitos fisioldgicos prejudiciais

(FELIPPO, 2000; RICHTER; AZEVEDO NETTO, 1998).

O comportamento bacterioldgico da agua se da em funcdo do conjunto de
variaveis como concentragdo e caracteristicas do agente desinfetante, tempo de contato,
pH, turbidez, grau de contaminag&o inicial, entre outros, portanto, esté intrinsecamente

relacionado as caracteristicas globais da agua (WARTCHOW; FACCIN, 1997).

Pesquisadores tém demonstrado que o crescimento bacteriano no sistema de
distribuicdo de agua pode afetar seriamente as qualidades higiénicas e estéticas da dgua
de beber durante o seu percurso até o consumidor. Acredita-se que os biofilmes
(acimulo de microorganismos em uma superficie) formados na superficie interior da
tubulacdo sdo geralmente os responsaveis pela alteracdo da qualidade da agua. Tal
hipotese é sustentada pelo fato da biomassa superficial ser normalmente mais numerosa
do que a fase aquosa (BOE-HANSEN et al., 2002). Além disso, acredita-se que a
degradacdo da matéria orgadnica presente em aguas de saneamento publico, pela

presenca de bactérias, permite o crescimento de microalgas (RZAMA, 1995).

O grau de confiabilidade na qualidade da agua de saneamento publico sempre
foi uma incognita e varia de acordo com o conhecimento da populacdo a respeito do
tipo de servigo prestado pelo 6rgdo de saneamento. A sua qualidade é definida por um
conjunto de parametros determinados através de analises fisicas, quimicas e bioldgicas.
Os estudos que definem os critérios de qualidade da agua devem fornecer subsidios
para avaliar as alteragbes ambientais decorrentes das atividades humanas e propor
medidas que reduzam os efeitos negativos causados por elas (BARBOSA et al., 1995;

RICHTER; AZEVEDO NETTO, 1998; WARTCHOW,; FACCIN, 1997).
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A Portaria n°518/2004 (BRASIL, 2004) exige como padrdo microbiologico de

agua destinada ao consumo humano e de agua tratada no sistema de distribuicao,
auséncia de Escherichia coli ou coliformes termotolerantes em 100mL de agua e
recomenda a andlise de coliformes totais em sistemas que analisam 40 ou mais
amostras por més, onde se deve ter a auséncia em 100mL em 95% das amostras
examinadas. Em sistemas que analisam menos de 40 amostras mensais, a referida
Portaria tolera apenas uma amostra com resultado positivo no més e auséncia em
100mL de coliformes totais para a &gua na saida do tratamento. Em complementacéo,
recomenda a pesquisa de organismos patogénicos como o enterovirus, cistos de Giardia

spp e oocistos de Cryptosporidium sp, para 0s quais recomenda auséncia.

Consideracgdes sobre algas ndo fazem parte desta Portaria, ndo sendo portanto
obrigatério o seu controle como pardmetro da qualidade da agua, embora sugira a
pesquisa de outros contaminantes e de toxinas que representem risco a satde, como de
cianotoxinas, de cilindrospermopsina e de saxitoxinas. Tais toxinas sdo substancias
naturalmente produzidas por algas verde-azuladas, em fontes de &gua doce, que
representam grande importancia com efeitos adversos a saude publica. Em cerca de 50
a 70% das ocorréncias de floracBes destas algas ha liberacdo de toxinas, causando
severa morbidade e mortalidade nos seres vivos e perigo a saide humana (AGUETE et
al., 2003; CODD, 2000; FLEMING, et al., 2002; GARDNER, 2000; LAWTON;

CORNISH; ROSITANO et al., 2001).

A Resolugdo n° 54/2000 (BRASIL, 2000) que estabelece os padrdes para
aguas engarrafas obtidas diretamente de fontes naturais ou artificialmente captadas (de
origem subterranea) determina auséncia de Escherichia coli ou coliformes

termotolerantes, de Enterococos, de Pseudomonas aeruginosa e de clostrideo sulfito
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redutor ou Clostridium perfringens em 100mL de agua, ndo tecendo consideracdes

sobre algas.

Ambas as portarias, além de ndo exigirem padrdes microbiolégicos para a
presenca de algas, desconsideram o fato que a presenca das toxinas pode ser decorrente

da explosdo no desenvolvimento das algas (DE FILIPPO, 2000).

2.1.1 As caracteristicas fisicas

A andlise das variaveis fisicas nem sempre indica a qualidade real da agua, por

refletir apenas as condi¢gdes momenténeas (BARBOSA et al., 1995).

Cor

A &4gua denominada pura deve ter cor tolerada (15UH2)* que resulta da
incorporacgé@o de substancias decorrentes dos processos de decomposi¢do que ocorrem
no ambiente, tais como: os acidos himicos ou taninos, originados da decomposicdo de
vegetais, e a presenca de ferro que em contato com a matéria organica presente na agua
reage e produz uma cor de elevada intensidade (MACEDO, 2000; RICHTER,;

AZEVEDO NETTO, 1998).

* Unidade Hazen mg Pt — CO/L
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O pH da &4gua também interfere na cor, sua remogéo € mais facil a pH baixo. De

tal forma, a cor pode ser removida por coagulacdo quimica, sendo que em casos onde a
cor se apresenta intensa, a remoc¢do pode ser auxiliada por oxidacdo quimica com a
utilizacdo de permanganato de potassio, cloro, 0z6nio ou outro oxidante. O uso de cloro
elementar para oxidar os compostos responsaveis pela cor da adgua deve ser evitado
devido a presenca da matéria organica, pois 0s compostos resultantes — clorofendis e
outros trihalometanos — sdo suspeitos de serem cancerigenos. O cloro, entretanto, pode
ser utilizado em combinacdo com a aménia (amoniocloracdo) ou na forma de dioxido
de cloro, os quais ndo produzem trihalometanos (RICHTER; AZEVEDO NETTO,

1998).

Turbidez

As particulas em suspensdo na agua sdo responsaveis pela turbidez e sua
presenga provoca a dispersdo e a absorcdo da luz, originando a aparéncia nebulosa,
esteticamente indesejavel e potencialmente perigosa. Sua causa é variada: presenca de
argila ou lodo, grande nimero de microorganismos, ou até bolhas de ar e microalgas
(RICHTER; AZEVEDO NETTO, 1998). O aumento da turbidez reduz a zona eufotica,
ou seja, reduz a zona de luz onde a fotossintese ainda encontra possibilidade de ocorrer

(MACEDO, 2000).

A Portaria n° 518/2004 (BRASIL, 2004) recomenda com vistas a assegurar a
remocao de enterovirus, cistos de Giardia spp e oocistos de Cryptosporidium spp que a
filtracdo rapida seja realizada com a meta de obtencdo de efluente com valores de

turbidez inferiores a 0.5 unidades de turbidez em 95% dos dados mensais.
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Sabor e odor

S&o sensacdes subjetivas causadas por impurezas dissolvidas, como os produtos
originados pela decomposicdo orgéanica, pela atividade bioldgica de microorganismo ou
pelas fontes industriais contaminadas (MACEDO, 2000). Geralmente, as impurezas sdo
de natureza organica como fenadis e clorofenois, residuos, gases, etc. Muitas substancias
organicas que levam a alteragdo de odor e sabor da 4gua sdo atribuidas ao florescimento
de algumas espécies de algas que produzem a geosmina e 0 MIB (2-methylisoborneol),
fator decorrente da presenca de actinomicetos na agua. A presenca de solidos totais em
grandes concentragdes pode produzir gosto sem odor. Em alguns casos, quando existem
alteracGes de sabor e odor na &gua, a aeracdo pode ser eficaz, todavia, em determinadas
situacdes, serd necessaria a utilizacdo de carvéao ativado para adsor¢do dos compostos

causadores do odor (DI BERNARDO, 1995; RICHTER; AZEVEDO NETTO, 1998).

Temperatura

A temperatura exerce influéncia sobre vérias acfes. Temperaturas elevadas
promovem a aceleracdo das reagdes quimicas, o aumento da solubilidade dos sais, a
diminuicgdo da solubilidade dos gases, levando a acentuacdo do sabor e do odor da agua,
e 0 crescimento microbiolégico (MACEDO, 2000; PIRES, 2002; RICHTER,;
AZEVEDO NETTO, 1998). De acordo com Macedo (2000) e Pires (2002)
temperaturas mais baixas (inferiores a 30°C) sdo mais desejaveis, pois desfavorecem o
desenvolvimento da maioria dos microorganismos (mesofilos e termofilos) e melhoram

a palatabilidade da agua.
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2.1.2 As caracteristicas quimicas

S&o determinadas segundo métodos adequados e padronizados. A alteracdo da
composicado quimica da agua € influenciada pela poluicdo quimica em mananciais que
ocorre com o despejo de residuos domeésticos, agricolas ou industriais, de forma
dissolvida ou particulada em lagos, represas e rios. Os esgotos domeésticos sao ricos em
gorduras e detergentes, além de compostos organicos formados por nitrogénio e
fésforo. O enriquecimento dos corpos d’agua com N e P pode gerar o crescimento
excessivo das algas ou plantas aquaticas, em um processo conhecido como
eutrofizacdo. Esta é tida como natural quando ocorre em ecossistemas aquaticos
continentais, em aguas costeiras marinhas e em aguas subterraneas; cultural quando
provém do despejo de esgotos domésticos, industrias e da descarga de fertilizantes
aplicados na agricultura. (LUZ, 2000; MACEDO, 2000; RICHTER; AZEVEDO

NETTO, 1998; TUNDISI, 2003).

Os impactos resultantes da eutrofizacdo geram o aumento dos custos para o seu
tratamento, a perda do valor estético de lagos, represas e rios, além de impedir a
navegacdo e a recreacdo, diminuindo o valor turistico e os investimentos nas bacias
hidrogréficas. Para certos tipos de industrias, o custo do tratamento de A&guas
eutrofizadas pode impedir a sua instalacdo. Neste contexto, a eutrofizacdo é um
fendbmeno mundial que afeta rios, lagos, represas e tanques de abastecimento, na
superficie em aguas subterraneas e também em aguas costeiras e 0 seu desenvolvimento
gera custos para o tratamento e producdo de agua potavel adequada para o consumo

humano (TUNDISI, 2003).
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O pH

Na maioria das dguas subterraneas, o pH € neutro ou levemente alcalino, entre
os valores de 7 e 8, no entanto para aguas consideradas leves, o pH pode ser mais
baixo, entre 5 e 6. Alguns fatores podem contribuir para a modificacdo destes valores
de pH que variam desde a presenca de materiais primarios do subsolo na agua, até o
processo de captacdo da agua. Tal processo provoca a aeragdo, levando a dissolucdo do
dioxido de carbono (CO,) da atmosfera na agua, que conseqlientemente provoca a

liberacdo dos ions hidrogénio e a reducgdo do pH (PIRES, 2002).

2.2 As algas

As algas cobrem 70% da superficie do planeta, e constituem os principais
produtores primarios de compostos organicos de carbono. Podem apresentar uma
coloracdo bastante variavel, encontrando-se algas verdes, amarelas, vermelhas, pardas,
azuis, castanho-douradas etc. Em geral, as algas sdo autotréficas, ou seja, sdo capazes
de sintetizar os metabolitos essenciais a partir de substancias quimicas simples e
energia luminosa. Algumas algas como as das espécies de Chlorella, Chlorogonium,
Euglena e Navicula possuem pigmentos fotossintetizantes e sdo capazes de crescer no
escuro ou em ambiente pobre em gas carbdnico, caso sejam fornecidas substancias
quimicas de alto teor energético e facilmente metabolizaveis como os &cidos graxos,

acetatos e carboidratos (BICUDO; BICUDO, 1970; TIFFANY, 1958).

Representam um grupo cosmopolita que ocorre na superficie de todos os tipos
de solos e regides permanentemente cobertas de gelo ou neve. No entanto, 0 seu maior
centro de distribuicdo é o aquéatico. Os tipos presentes em agua doce sdo muito

diversificados e sua abundancia dependera de condi¢des ecoldgicas adequadas. Certos
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tipos possuem exigéncias ecoldgicas bem definidas, permitindo o reconhecimento de
meios com caracteristicas especiais, capazes de flutuar em um meio agquoso por
possuirem algum mecanismo ativo ou alguma caracteristica celular que a permite
permanecer em suspensao (BICUDO; BICUDO, 1970; LOZOVEI; HOHMANN, 1977;
ROUND, 1983; TIFFANY, 1958). Constituem um fator de indicacdo das condicdes
ecoldgicas e sanitarias das aguas. A sua presenca na agua também pode provocar
alteragdes indesejaveis como modificacdo do sabor e do odor. Alguns tipos produzem
odores aromaticos, de geranio, de violetas, de meldo, de pepino e de terra molhada,
outros produzem odores putridos, freqlientemente encontrados como resultado da
presenca de algas verde-azuladas ou verdes (DI BERNARDO, 1995; LOZOVEI;

HOHMANN, 1977; PALMER, 1962).

As algas constituem um grupo heterogéneo de vegetais criptogamicos,
compreendendo 13 grandes divisGes e diversos grupos menores ndo completamente
estudados (ROUND, 1983). De acordo com Bicudo e Bicudo (1970), as algas se
classificam em 12 classes — Chlorophyceae, Xanthophyceae, Chyrsophyceae,
Bacillariophyceae, Euglenophyceae, Dinophyceae, Chrysoceae, Desmokontae,

Cyanophyceae, Phaeophyceae, Rhodophyceae, Chloromonadophyceae.

As algas exigem temperaturas distintas para seu crescimento ideal: entre 18 -
30°C para as diatoméceas, 30 -35°C para as verdes e 35-40°C para as verde-azuladas,
entretanto, algumas algas verde-azuladas sdo capazes de crescer a temperaturas
superiores as apresentadas. Com relagdo ao pH, a maioria das algas cresce melhor em

dguas cujo pH se encontra neutro ou quase neutro, porém, sabe-se que um nimero
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consideravel de algas, especificamente as verde-azuladas, possui a capacidade de se

desenvolver com relativa facilidade em agua de pH elevado (PALMER, 1962).

2.2.1 Algas Verde - Azuladas

As algas verde-azuladas, também conhecidas como cianobactérias ou
cianoficeas, sdo microorganismos procarioticos autotréficos, capazes de ocorrer em
qualquer manancial superficial, especialmente naqueles com elevados niveis de
nutrientes (nitrogénio e fosforo), como por exemplo, em aguas marinhas, salobras e
continentais, incluindo &gua doce superficial destinada ao consumo humano
(FLEMING et al., 2002). Tais algas sdo componentes naturais da comunidade biotica
de ecossistemas I6ticos e Iénticos, sendo que algumas espécies desempenham relevante
papel no ciclo do nitrogénio na dgua por serem fixadoras deste na sua forma elementar

(CARVALHO; SILVESTRE; MOURA, 1999).

A presengca de cianotoxinas, naturalmente produzidas pelas algas verde-
azuladas, em fontes de agua doce, tem importancia para a saide humana, com efeitos

adversos a saude publica (FLEMING et al., 2002; ROSITANO et al., 2001).

Alguns autores relatam que pelo menos trés dos 50 géneros conhecidos de
cianobactérias sdo capazes de produzir toxinas e cerca de 50-70% das floracGes
(“blooms™) liberam substancias toxicas (ROSITANO et al., 2001), levando a severa
morbidade e mortalidade em animais domésticos através do consumo da &gua
contaminada pelas toxinas presentes. Causam também impactos ambientais negativos

como a mortalidade de organismos aquaticos pelo decréscimo de oxigénio contido na
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agua, prejuizo da vegetacdo aquéatica submergida pelo sombreamento causado pelas

algas, diminuicdo da estabilidade do ecossistema, que interfere na dindmica do ciclo
alimentar deslocando espécies de fitoplancton naturais e producdo elevada de
cianotoxinas. As razdes para a floragdo da cianobactéria ndo estdo completamente
esclarecidas (FLEMING et al., 2002). A ocorréncia da floracdo da cianobactéria e a
possibilidade das mesmas produzirem cianotoxinas tem trazido grandes preocupacdes

aos fornecedores de agua de consumo humano (ROSITANO et al., 2001).

Pensando nisto, sdo testados alguns métodos de tratamento para a agua potavel
tendo como alternativa a utilizacdo do ozonio. Rositano et al. (2001) estudaram o efeito
do ozo6nio na destruicdo de hepatotoxinas (microcistinas), saxitoxinas e anatoxina-a e
concluiram que a remocdo eficaz dessas toxinas dependera de alguns fatores, como por

exemplo, da dose de 0z6nio empregada e da qualidade da agua.

A sanitizacdo quimica em recipientes plasticos pode ser outra alternativa viavel
a fim de evitar o crescimento de microalgas de efeito antiestético. A inadequacéo ou a
auséncia de um sistema de esterilizacdo de embalagens podera gerar uma contaminacao
do produto pés-processo e conseqlientemente uma reducdo da vida util do produto, ou

alteracGes que levem a rejeicdo do mesmo (PETRUS et al., 2001).

2.3 Aguas engarrafadas

As culturas das dguas minerais data da era dos romanos, mais especificamente

da regido da Galia, onde se introduziu o comércio de aguas minerais. No século XVII,

na Franga, o comércio de aguas minerais foi regulamentado por Henri IV. Apenas no
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século XIX, surgiu a inddstria de envasamento de agua mineral, que em funcdo da

crenca da cura pela agua desencadeou as vendas de frascos com adgua. Mais tarde surgiu
a atividade industrial com o desenvolvimento de maquinas de encher frascos,
inicialmente em vidro (MACEDO, 2000). A producéo brasileira de agua engarrafada
manteve-se estavel até 1968, quando foi lancado no mercado o garrafdo de vidro de 20
litros. O setor das embalagens de vidro mostrava-se em queda pela competicdo de
outros materiais e pela dificuldade de modernizacdo de tecnologia e de
desenvolvimento de novos produtos. Em 1992 detinha a participagcdo de 20% do
volume comercializado, em 1997 este percentual caiu para 8%. Superados esses
problemas o setor vidreiro comecou a crescer, acompanhando novamente o mercado de
embalagens no Brasil. Tal fato possibilitou a expansdo do mercado deste produto, uma
vez que a agua engarrafada passou a ser consumida também em escritérios, bares e

industrias (GORINI, 2000; PALHARES, 1998; PIRES, 2000; SOUZA, 2002).

No fim dos anos 60, novo impulso é dado a esta atividade em funcdo do
surgimento das embalagens plasticas. Em 1997, entre os paises da Ameérica Latina, o
Brasil representou mais de 50% do consumo total de &gua envasada na regido

(GORINI, 2000; MACEDO, 2000).

O mercado de 4gua aumentou em 98,5%, nos ultimos 5 anos, em consequéncia
de gostos mais sofisticados e, recentemente, da preocupacdo com a qualidade da agua
potavel. Muitos paises possuem uma legislacdo diferente sobre a qualidade
microbioldgica e quimica das dguas minerais engarrafadas. A constante preocupacdo
com a qualidade sanitaria das aguas engarrafadas tem crescido a medida que o seu

consumo aumenta. Tal crescimento pode ser atribuido a alguns fatores como: agressao
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ao meio ambiente, melhora no nivel de renda da populagédo (especialmente no periodo

de 1994 e 1996), mudancas no estilo de vida dos consumidores, legalizacdo de
empresas que antes atuavam na informalidade, maior abrangéncia e incremento no
mercado, principalmente pela participacdo dos supermercados — que representam a
parcela de 47% do volume consumido (excluindo embalagens de 20L) e pela
introducdo de novas embalagens descartaveis (BRASIL PACK, 2002; GORINI, 2000;

MORAIS, 1991; NISHIIHARA; ALABURDA; MAIO, 1998; PIRES, 2002).

Para que a agua envasada ndo cause risco a saude, devem ser levadas em
consideracdo as condicdes relativas ao processo de envasamento (ambiente, instalaces,
equipamentos, processamento, pessoal técnico, estocagem e distribuicdo), sendo de
fundamental importancia a implantacdo de um sistema de controle em todas as etapas
do processo industrial, englobando um conjunto de acgdes para avaliacdo de qualquer
interferéncia que possa alterar a qualidade final da &gua. Tal sistema de controle
também deve possibilitar a tomada de medidas preventivas e corretivas, caso ocorram

problemas de contaminagdo em alguma etapa do processo (BRASIL, 2002)

A confianca e a preferéncia por aguas engarrafadas sdo justificadas pela
duvidosa qualidade da &gua fornecida pelos sistemas de saneamento publico, que, na
maioria das vezes, impossibilita a garantia de um produto com qualidade total e
naturalmente ausente de compostos quimicos, potencialmente toxicos ou cancerigenos,
como os cloretos organicos (PIRES, 2002). Outro fator que justifica e estimula o
consumo de &gua engarrafada é a informacéo sobre propriedades terapéutica divulgadas
em todo o mundo, sobretudo no continente europeu (EIROA; JUNQUEIRA;

SILVEIRA, 1996; MORAIS, 1991). Como exemplo, cita-se 0 uso da agua no
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tratamento de doencas gastrointestinais, (SCALABRINO; BUZZELLI; RAGGI, 1998)

em pacientes com dispepsia idiopatica, (BORTOLOTTI et al., 1999) e na normalizacéo
da permeabilidade intestinal em pacientes com dermatite atopica (DUPUY et al., 1999).
Dependendo do tipo de dgua consumida, admite-se que pode curar ou aliviar diversos
males. A agua ferruginosa, por exemplo, é indicada para os diferentes tipos de anemia,
de parasitoses e de alergias. As aguas bicarbonatadas agem no aparelho digestivo,
estimulando a funcdo gastrica, hepética e pancreética; a sulfurosa € indicada nos casos
de reumatismo, doencas de pele e inflamac6es em geral; as ricas em calcio fortalecem
0S 0ss0S; as carbogasosas sdo diuréticas e digestivas; as que contém potassio tonificam
0 sistema nervoso; as que contém altos teores de magnésio favorecem a contracao
muscular e as que possuem sédio, facilitam o equilibrio de agua no organismo

(GORINI, 2000).

2.4 Embalagem para aguas

Existem no mercado Vvérios tipos de materiais para embalar dguas, cada um
apresentando vantagens e inconvenientes. A escolha definitiva resulta em um
compromisso entre 0s imperativos econdémicos, técnicos (como transporte e manuseio)
e sanitarios. Este ultimo pardmetro deveria ser o mais importante (POPOFF, 1996;
SOUZA, 2002), entretanto outro fator como a expectativa do consumidor pela forma de
apresentacdo da embalagem determina, segundo Palhares (1998), o fator decisivo no

processo de escolha e compra do produto.

A melhora da distribuicio no mercado de aguas envasadas repercutiu no
aumento da oferta de embalagens pléasticas. Estima-se que o consumo de plasticos no

Brasil atingiré cerca de 4,3 milhdes de toneladas em 2005. As embalagens de 1L e de
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1,5 L apresentaram uma taxa média anual de crescimento de 134%, no periodo

1993/97, (contra a media geral da industria de 20%). As embalagens plasticas de
300/500 mL cresceram a taxa média anual de 106% e as embalagens de 20L cresceram
a taxa de 63% ao ano no mesmo periodo. As embalagens plasticas acima de 5L,
também denominadas de institucional, representaram, em 1997, mais de 50% do
volume consumido e cresceram a taxa média anual de 33%, no periodo 1993/97

(FORLIN; FARIA, 2002; GORINI, 2000).

Os materiais de embalagem, em contato com a &gua, ndo devem modificar suas
propriedades microbioldgicas, fisico-quimicas e organolépticas (POPOFF, 1996),
tampouco permitir que elementos externos a agua (tais como as contaminag@es) com
ela interajam, que haja vazamentos ou que ndo apresentem uma boa imagem junto ao
consumidor, uma vez que a embalagem exerce a funcdo de ferramenta essencial para o

marketing do produto (BRASIL, 1999; PIRES, 2000).

As indUstrias buscam o desenvolvimento de novas matérias-primas, procurando
melhores propriedades e caracteristicas a um custo final equivalente ou inferior ao das
embalagens ja existentes no mercado. A embalagem é baseada em uma alta tecnologia
na qual os parametros a serem considerados sdo inimeros. O Brasil utiliza 0s mesmos
tipos de embalagens que os paises da Europa e dos Estados Unidos (MENDES;
ANJOS, 1980). Varios tipos de materiais sdo utilizados para a confeccdo de
embalagens de agua: polietileno (PE), polipropileno (PP), policarbonato (PC),
Policloreto de Vinila (PVC) e tereftalado de polietileno (PET). Estes materiais
apresentam baixo custo, ndo formam ferrugens, possuem leveza, facilidade de

manuseio e transporte, reciclabilidade e praticidade (MACEDO, 2000).
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Com o constante crescimento do mercado de aguas, surgiram novas mudangas

com a substituicdo das tradicionais embalagens de vidro por PVC e PP e, mais
recentemente, pelas embalagens de PET que tiveram seu destaque pelo conjunto de
caracteristicas apresentado: mais bonita, atraente, leve, transparente e resistente
(ANJOS, 2004; RIBEIRO, 1995) e impermeavel aos gases (CO,, N, O,), agua e raios

UV (KILLESTIJN, 1990).

Os engarrafadores de 4gua enfrentam problema de qualidade, devido a alteragdo
de sabor e aroma de algumas &guas envasadas em PET. Isso ocorre devido a migracao
de acetaldeido da embalagem para o produto, formado principalmente durante a injecao
das pré-formas, que se manifesta no produto ap6s o envase, sobretudo na agua sem gas,
conferindo sabor adocicado de agua de coco e/ou de frutas. Tais alteracdes dependem
de alguns fatores, tais como: concentracdo, composi¢do quimica da &gua, oxigénio
dissolvido, temperatura e outros fatores intrinsecos & embalagem (ANJOS, 2004;

POPOF, 1996).

Estudos demonstram que o material de embalagem adequado, quando isento de
impurezas, ndo exerce influéncia sobre o comportamento da microbiota autoctone de
aguas oligominerais, aquelas que possuem um nivel muito baixo de componentes
quimicos na sua composicdo. Dessa forma, as alteracfes drasticas do comportamento
da microbiota, quando observadas em aguas engarrafadas, sdo atribuidas a presenca de
impurezas nas embalagens que comprometem a qualidade do produto estocado
(BISCHOFBERGER et al., 1990; EIROA; JUQUEIRA; SILVEIRA, 1997; PIRES,
2002; URMENETA; NAVARRETE; SANCHO, 2000) e que variaces entre as
contagens de bactérias encontraram-se associadas a qualidade higiénica do depésito no

qual a agua é estocada, fato este bastante observado em amostras engarrafadas,
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sobretudo, em embalagens retornaveis (GONZALES; GUTIERREZ; GRANDE, 1987).

Assim, as caracteristicas do recipiente podem influir na sobrevivéncia das bactérias na
agua engarrafada. Foi constatado que o Vibrio cholerae sobreviveu 22 dias em
recipientes plasticos e 27 dias em recipientes de metal (CAMPO; QUIROZ, 2004). Em
outro estudo, realizado por Morais (1991) avaliou-se a influéncia de diferentes tipos de
vasilhames na microbiota da agua mineral engarrafada, sendo constatado que a agua de
emergéncia contém uma microbiota constituida por diversas populacfes bacterianas
presentes em baixo ndmero, no entanto, apds alguns dias de engarrafamento, esse
nimero aumentou para valores entre 10*-10° UFC/mL e o processo de multiplicagdo
independe do processo utilizado no envase. As populagdes que constituem a microbiota
da &gua engarrafada sofrem mudancas ao longo do tempo, de modo que 0s grupos que
inicialmente formavam a maioria da microbiota desaparecem com 0 tempo e surgem

outros grupos, antes minoritarios (MORAIS, 1991).
2.5 Formacao de biofilmes

‘Biofilme’ e 'biofouling' sdo termos utilizados para descrever o acumulo de
organismos em uma superficie podendo originar, respectivamente, beneficios ou
prejuizos ao ambiente onde se formam. Suas utilizacdes benéficas incluem: o
tratamento de aguas onde os compostos do biofilme microbiano aderido ao material
filtrante removem as combinacdes organicas e inorganicas presentes na agua residual
tornando a agua reutilizavel ou despejada em lagos. Na industria de alimentos é
utilizada na producdo do 4acido acético para a fabricacdo do vinagre (HOOD;

ZOTTOLA, 1997; ZOTTOLA; SASAHARA, 1994).

Os biofilmes apresentam uma estrutura complexa nas quais as populagdes de

bactérias sdo enclausuradas em uma matriz para formar agregados que se aderem uns
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aos outros ou a uma superficie, podendo ocorrer em combinagdes isoladas ou

associadas e apresentar células no seu interior, protegidas ao ataque de substancias
quimicas. Estudiosos relatam ainda que a microbiota autdctone pode ser
responsabilizada pela formacdo indesejavel destes biofilmes (JONES et al., 1999;
VIDELA; CHARACKLIS, 1992; WHITELEY; BROWN; MCLEAN, 1997;
ZOTTOLA; SASAHARA, 1994). Os microorganismos presentes nos biofilmes, em
determinadas condicdes, se depositam, aderem, interagem com as superficies e iniciam
seu crescimento celular, multiplicando-se até originar uma massa celular agregada a
nutrientes, residuo e outros microorganismos (ANDRADE; MACEDO, 1996;
WHITELEY; BROWN; MCLEAN, 1997; ZOTTOLA, 1994). Assim, no esforgo de se
manterem viaveis, 0s microorganismos procuram superficies solidas com nutrientes

suficientes para o seu crescimento (ZOTTOLA, 1994).

A colonizagdo microbiana de superficies tem sido estudada ha véarios anos em
varios ambientes. Os biofilmes verdadeiros incluem ndo somente bactérias aderentes,
mas também a matriz de material extracelular produzido pelas bactérias
(CHARACKLIS; MARSHALL, 1989; HOOD, ZOTTOLA, 1997). As microcoldnias
aderentes sao comumente encontradas na natureza e em qualquer superficie em contato
com a agua como também em superficie solidas, umedecidas com diferentes tipos de
liquidos: agua fresca, agua do mar, leite, ou a outras superficies que variam desde o
dente humano ao intestino, ou até mesmo, a uma pedra submergida dentro de um
ambiente com fluxo que se move rapidamente. Também sdo capazes de aderir, crescer e
atacar diversos materiais, tais como: ago inoxidavel, teflon, vidro, borracha, féormica,
polipropileno e ferro ou em alimentos como carcaca de bovinos, aves e peixes, além de
frutas e vegetais. S8 compostos por diferentes tipos de microorganismos, de

combinagBes quimicas, bioldgicas, inorganicas ou organicas, podendo ser
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biologicamente ativos ou inativos. Dentre as particulas biolégicas podem ser

discriminadas: algas, outros organismos planctonicos, virus, bactérias, bolores,
leveduras ou esporos (ANDRADE; MACEDO, 1996; CAMPO; QUIROZ, 2004,
CHARACKLIS; MARSHALL, 1989; EMTIAZI et al., 2004; LOMANDER et al.,
2004; MOSTELLER; BISHOP, 1993; SOMMER; MARTIN-ROUAS; METTLER,

1999; ZOTTOLA; SASAHARA, 1994).

No meio aquoso, 0 processo de adesdo envolve 3 componentes: a superficie da
célula microbiana, o substrato sélido da superficie e o liquido envolvente (CRIADO;
SUAREZ; FERREIROS; 1994). A matéria organica e inorganica, presente no liquido,
sedimenta sobre a superficie solida, subsequentemente, os microrganismos sao atraidos
e se aderem. No processo de adesdo, as particulas livres, flutuantes no meio liquido,
irdo eventualmente sedimentar-se e entrar em contato com um substrato s6lido. Ap6s o
que, as células microbianas iniciardo o crescimento e formardo o biofilme microbiano.
Tal estrutura é unida por um biopolimero, sintetizado pelos microorganismos aderidos
ao substrato que agem como uma “cola” na estrutura do biofilme, atraindo células e
nutrientes, presentes no meio liqguido (CHARACKLIS; MARSHALL, 1989;

ZOTTOLA; SASAHARA, 1994).

As espécies de microorganismos presentes nos biofilmes variam com relagcéo ao
local, tempo, quantidade de oxigénio presente na agua, temperatura, pH, tipo de
material do recipiente e nivel de nutrientes. Uma propriedade particular dos
contaminantes microbianos refere-se a capacidade de crescimento em baixos niveis de

nutrientes (CAMPO; QUIROZ, 2004; VIDELA; CHARACKLIS, 1992).
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Diferencas metabdlicas podem ocorrer entre bactérias aderidas e livres, o que

enfatiza a importancia de estudos nos dois habitats (BOE-HANSEN et al., 2002). Dessa
maneira, as bacterias aderidas as superficies mostraram ser fisiologicamente diferentes
das células planctonicas (WHITELEY; BROWN; MCLEAN, 1997 ZOTTOLA;
SASAHARA, 1994). Alguns autores sugerem que as células associadas ao biofilme
possuem vantagem no crescimento e sobrevivéncia em relacéo as células planctonicas
(LOMANDER et al., 2004). Evidenciou-se que as bactérias da fase aquosa
demonstraram ser mais susceptiveis a deplecdo de nutrientes, enquanto que as bactérias
do biofilme ndo foram afetadas, reforcando a teoria de que as bactérias do biofilme sdo
menos susceptiveis as modificacbes ambientais, comparadas as do tipo planctdnicas ou

em suspensdo (BOE-HANSEN et al., 2002).

De acordo com Marshall (1992) e Costerton e Lappin-Scott (1989) citado por
Zottola e Sasahara (1994), as diferencas relacionadas com o tipo de substratos sélidos
utilizados na adesdo e as condigdes ambientais encontradas refletem nas diferencas
fisiologicas apresentadas. A formacdo do biofilme chega a um estado fixo quando as
células se projetam no meio liquido, ocorrendo substituicdo das células velhas. Em
sistemas correntes, a continua provisdo de nutriente assegura que as células fiquem
metabolicamente ativas & camada externa durante o estado fixo. Em sistemas estaticos,
tal fato ndo é observado, os biofilmes permanecem inativos até que sejam providos

nutrientes para seu crescimento adicional.

O mecanismo pelo qual os biofilmes sdo formados nédo é perfeitamente definido.
Varias teorias sdo propostas para a formacao de biofilmes, mas todas parecem concordar

que o evento inicial de formacdo € um processo de transferéncia que limita e controla a
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formacéo de biofilme. Tal etapa inclui a deposicdo da matéria organica para condicionar

filmes, célula, adsorcédo, crescimento das células, e taxa de fluxo que contribui para a
disponibilidade do nutriente. Esforcos em pesquisas concentradas em etapas isoladas
podem ser infrutiferos, pois todos os passos estdo relacionados (CHARACKLIS;

MARSHAL, 1989; HOOD; ZOTTOLA, 1997; ZOTTOLA; SASAHARA, 1994).

Outros pesquisadores demonstraram que Varios tipos de microorganismos sao
capazes de participar com maior ou menor intensidade nos processos de adesdo para
formagdo de biofilmes. Dentre 0s microrganismos alteradores destacam-se:
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fragi, Miccrococcus spp e Bacillus cereus.
Em relagcdo as bactérias patogénicas se incluem a Listeria monocytogenes, Yersinia
enterocolitica, Salmonela thyphimurium, Escherichia coli O157:H7, varias delas
incluidas como responsaveis por provocar doencas de origem alimentar. Nos biofilmes
podem ocorrer a formacdo de toxinas de origem bacteriana que seriam veiculadas, apds

transferéncia, para alimentos (ANDRADE; MACEDO, 1996).

Existem duas teorias, propostas por pesquisadores, para o processo de formacéo
de biofilmes microbianos em superficies sélidas. Uma sugere que 0 processo ocorra em

duas etapas:

na primeira, tida como reversivel, o0 microorganismo € fracamente aderido a superficie
por atracdo eletrostatica e forca de Van der Walls. Neste estagio, a célula bacteriana
pode ser facilmente removida. A segunda etapa, irreversivel, depende do tempo de
aderéncia e envolve adesdo fisica da célula a superficie por material extracelular de

natureza polissacaridica ou protéica produzida por microorganismos que irdo envolver
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as células também conhecidas como matriz de glicocalix. Estes polissacarideos ajudam

a aderir 0 nutriente e promover uma protecdo fisica aos microorganismos aderentes,
protegendo-as do ataque de sanitizantes e suprindo-as de nutrientes (ANDRADE;
MACEDO, 1996; CHARACKLIS; MARSHALL, 1989; CRIADO; SUAREZ;
FERREIROS, 1994; HOOD; ZOTTOLA, 1997; LOMANDER et al., 2004;

MOSTELLER; BISHOP, 1993; ZOTTOLA, 1994; ZOTTOLA; SASAHARA, 1994).

Segundo Costerton, Irvin e Cheng (1981) citado por Mosteller e Bishop (1993)
até recentemente, o ataque de bactérias ndo despertaram muito interesse. Isto devido a
falta de habilidade das células produzirem um glicocalix em cultura pura. Tal fato
sugere que o glicocélix, aderido a célula, é natural no ambiente. J& em culturas puras de
laboratério, onde as condicGes de stress sdo minimas, ndo ocorre a formacdo do
glicocalix. Freqiientemente, as culturas puras de laboratorios sdo usadas para se testar a
eficécia de sanitizantes, o que poderia conduzir a falsas suposi¢des sobre a efetividade
do sanitizante. As culturas de laboratério podem ndo representar 0s microorganismos
encontrados naturalmente no ambiente, ja que ele ndo possui o glicocalix quando em
suspensdo. As colbnias cobertas por glicocalix podem ser mais resistentes a sanitizantes

do que culturas em suspensdo (MOSTELLER; BISHOP, 1993).

A outra teoria que tenta explicar o processo de formacdo desses biofilmes
propde a existéncia de cinco etapas: transporte de nutrientes, matéria organica e
inorganica para superficies sélidas; formagdo de uma camada contendo nutrientes
organicos e inorgénicos; adesdo dos microrganismos a superficie e inicio do
crescimento celular; intensa atividade metabdlica do biofilme e finalmente liberagdo do

biofilme, podendo originar consequiéncias indesejaveis a qualidade do alimento
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(ANDRADE; MACEDO, 1996; ZOTTOLA, 1994). Alguns estudos demonstraram que

quando o tempo de contato com as superficies aumenta, aumentam também o ndmero
de células, o tamanho da microcoldnia e o grau de ligacdo das células inertes, como

também entre células (ZOTTOLA, 1994).

Outros fatores também podem influenciar a adesdo microbiana as superficies,
tais como: as caracteristicas do microrganismo, do material aderente, do meio de
cultura, da idade da cultura e da concentracdo do microorganismo. Sabe-se, por
exemplo, que as bactérias gram-negativas tem maior facilidade de adesdo. Em relacdo
ao material aderente, sdo importantes os tipos, forma i6nica e o tamanho da particula.
No que se refere ao meio, influenciam nesse processo o pH, a concentragdo de sais
inorganicos, 0s compostos organicos, agitacdo e tempo de contato (ANDRADE;
MACEDO, 1996; CHARACKLIS; MARSHALL, 1989; SOMMER; MARTIN-

ROUAS; METTLER, 1999).

Embora a maioria dos trabalhos sobre biofilmes represente grande simulacéo
laboratorial, ha evidéncias de que os biofilmes se formem em condicdes de
processamento. Nesse aspecto, o0s procedimentos de higienizacdo corretos das
superficies que entram em contato com alimentos apresentam papel relevante. A
sanitizacdo quimica em recipientes plasticos pode ser uma alternativa viavel a fim de
evitar o crescimento de microalgas de efeito antiestético. Durante a higienizacdo, 0s
agentes mecanicos e quimicos detergentes tém a funcdo de remover residuos organicos
e minerais das superficies, enquanto os sanitizantes fisicos ou quimicos eliminam
patégenos e reduzem o numero de alteradores das superficies em niveis aceitaveis

(ANDRADE; MACEDO, 1996; LOMANDER et al., 2004).
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Os microorganismos aderidos apresentam uma resisténcia maior a acdo dos
sanitizantes. No ambiente de processamento de alimentos, os biofilmes ndo séo
inativados pelo uso de métodos comuns de limpeza e sanitizacdo. Além do que, muitos
autores sugerem que a idade do biofilme afeta a resisténcia dos microorganismos aos
sanitizantes. Como também concluiram que a efetividade da limpeza na remocao do
biofilme depende do tipo do microorganismo, da populacdo inicial e do tempo de

limpeza (ANDRADE; MACEDO, 1996; ZOTTOLA, 1994).

2.6 Sanitizantes quimicos

Na maioria dos casos, 0s sanitizantes de uso rotineiro na industria de alimentos,
tais como compostos a base de cloro, iodo, quaternario de aménia, peréxido de
hidrogénio, clorhexidina, acido peracético, dentre outros sdo aprovados pelos testes
laboratoriais nas condi¢des recomendadas pelos fabricantes (ANDRADE; MACEDO,

1996).

Em geral, compostos como o quaternario de aménia acido, o didxido de cloro e
0 &cido peracético foram os sanitizantes mais efetivos em células agregadas. Os menos
efetivos foram o iodo, compostos a base de quaternario de amdnia neutro e o cloro
(ZOTTOLA, 1994). Este ultimo possui alta reatividade oxidativa que destroi a
atividade de proteinas celulares, induz reacdes de descarboxilacdo de modo irreversivel,
tem um forte poder desinfetante, porém dos biocidas, os de cloro sdo menos eficazes
em biofilmes do que em células suspensas (BEER; SRINIVASAN; STEWART, 1994;

LOMANDER et al., 2004). Tal fato é dado devido as células do biofilme serem
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protegidas pelo glicocélix da acdo do biocida onde sua eliminagdo s6 ocorrerd em altas

concentracfes (BEER; SRINIVASAN; STEWART, 1994).

Os biofilmes microbianos minimizam a eficiéncia do processo de cloracdo de
agua (ANDRADE; MACEDO, 1996). Caravelli et al. (2003) observaram que o cloro
pode reagir rapidamente com a amonia presente nas culturas em temperatura e pH
controlados e que, em apenas um minuto, as cloraminas formadas correspondiam a

95% do total de cloro adicionado no experimento (ZOTTOLA; SASAHARA, 1994).

A utilizacdo de um método fisico, associado com a aplicacdo de ozbnio,
apresenta-se como um recurso que pode ser utilizado nos procedimentos de limpeza,
normalmente empregados nos recipientes retorndveis, uma vez que, de forma isolada,
ndo garante a remocdo de biofilmes porventura ja existentes (PIRES, 2002). A
inadequacao ou a auséncia de um sistema de esterilizacdo de embalagens podera gerar
uma contaminacdo do produto pos-processo e uma consequiente reducdo da vida util do
produto (PETRUS et al., 2001), ou mesmo a alteracdes que levem a rejeicdo do mesmo.
Fujikawa et al. (1997) observaram a olho nu a presenca de fungos em 292 amostras de
aguas engarrafadas e constataram que algumas amostras apresentaram tal alteracdo,
mesmo apo6s terem sido utilizados procedimentos de esterilizacdo por métodos de
filtracdo, ultravioleta ou ozonizacdo. Tal fato, segundo Fujikawa et al. (1997) pode ser
atribuido aos seguintes fatores: a) esterilizacdo ndo efetiva utilizada na fabricacdo do
produto; b) falhas em outras etapas do processamento; c) presenca de tais
microorganismos aderidos ao proprio recipiente utilizado para o envase; d)
contaminacdo externa. Ademais, as praticas de higiene pessoal incorreta podem

contribuir para a contaminacdo da agua engarrafada (GRANT, 1998).
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A sujeira encontrada em sistemas de processamento de alimentos € composta de
matéria inorganica e organica tais como: proteinas, gorduras ou carboidratos
(ZOTTOLA; SASAHARA, 1994). Diante de tais fatos recomenda-se 0 emprego de
detergentes para a remocdo da matéria organica, enquanto os sanitizantes sao indicados,
apos o tratamento com detergente, para eliminar células vegetativas e alguns esporos,

dependendo do tipo e concentracdo do sanitizante utilizado (ZOTTOLA, 1994).

Os detergentes ou os agentes de limpeza sdo compostos de varias formulacGes
quimicas que molham e penetram na sujeira promovendo sua remog¢do. Os alcalis
saponificam Gleos e gorduras; outros agentes solubilizam as proteinas; os compostos
quelantes se ligam e removem minerais; 0s acidos removem minerais depositados; 0s
enxaglantes, os agentes de floculacdo e os agentes dispersantes previnem a redeposicéo
da sujeira e os surfactantes agem como agentes molhantes. A escolha do sanitizante a
ser usado depende de varios fatores e varia com a sua aplicagdo. Sanitizantes sdo muito
efetivos quando substancias orgénicas sdo removidas da superficie a ser tratada

(ZOTTOLA; SASAHARA,1994).

Dessa forma, para o controle e prevencdo de biofilmes microbianos, a etapa de
remocao de residuos é fundamental. Um biofilme microbiano, presente numa superficie
com residuos oriundos de alimentos, impede uma efetiva penetracdo do sanitizante para
eliminar os microorganismos, pois, 0 sanitizante reage inicialmente com residuos de
proteinas, gordura, carboidratos e minerais, restando ao final, pouca atividade

sanitizante para agir sobre os microorganismos. (ANDRADE; MACEDO, 1996).
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Sabe-se que, quando o biofilme é tratado corretamente com detergente, antes do

uso de sanitizantes, os microorganismos geralmente sdo eliminados. No entanto,
procedimentos de higienizacdo incorretos ndo removem, nem inativam 0S
microorganismos aderidos (ANDRADE; MACEDO, 1996). De acordo com Lomander
et al. (2004) caso a matriz do biofilme ndo seja completamente removida, durante a
sanitizacdo, os patdgenos podem aderir a superficie dando inicio a formacdo de um

novo biofilme, mesmo se os patdégenos anteriores forem eliminados.

A substancia quimica, resultante de uma mistura estabilizada de &cido
peracético, peroxido de hidrogénio, acido acetico e um veiculo estabilizante, mostrou-
se eficaz para processos de esterilizacdo de garrafas plasticas, em funcdo de sua rapida
acdo em baixa concentragdo. Tal substancia citada apresentou eficacia em células
vegetativas, esporos bacterianos, bolores, leveduras e virus (ANDRADE; MACEDO,
1996; PETRUS et al., 2001). O referido composto possui baixa estabilidade de
manuseio. As concentragdes recomendadas para uso deste produto sdo: concentracdo de
300-700 mg/L; pH entre 2-4; temperatura, de no méximo, 30°C; e tempo de contato de
10-15 minutos e diluicdo de 0,05-0,1% para a industria de alimentos (ANDRADE;

MACEDO, 1996).

Outros tipos de substancias utilizadas sdo o peroxido de hidrogénio e o alcool. O
perdxido de hidrogénio age com a decomposicao em agua e oxigénio altamente reativo,
de forma a eliminar o microorganismo pelo seu efeito fortemente oxidativo (PETRUS
et al., 2001). Tal composto tem sido aplicado para a esterilizacdo de embalagens de
produtos assepticamente embalados e para a sanitizacdo de equipamentos e utensilios

na indastria de alimentos (ANDRADE; MACEDO, 2000). Alguns pesquisadores
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associam a utilizacdo de temperaturas elevadas, de até 95°C, na sanitizacdo de

embalagens ou no tratamento com peréxido seguido de ar quente a 125°C. O ar quente
dissipa o perdxido na superficie, e contribui para que 0 mesmo nao ultrapasse o limite

residual de 0,1 mg/L (ANDRADE; MACEDO, 1996).

De acordo com Cordis (1983) citado por Zottola e Sasahara (1994), as
substancias a base de iodo possuem alguma capacidade penetrante, pois sao
normalmente uma combinacédo de iodo elementar com os agentes molhantes e tampéo a
um pH baixo, mas ndo possui o efeito de detergéncia completo. Ja os compostos a base
de quaternario de aménia podem apresentar muitas configuracdes e normalmente se
apresentam em combinacdo com um agente molhante, dessa forma possuem alguma
habilidade penetrante. Os sanitizantes acidos sdo compostos de varios ingredientes
diferentes, como acido (usado para baixar o pH), surfactantes anidnicos (que possuem
agente antimicrobiano ativo), surfactantes ndo idnicos (com a capacidade redutora de

espuma), que podem comprometer o poder de detergéncia.

Portanto, se a sujeira ndo for retirada, o sanitizante perde sua eficicia para as
bactérias enclausuradas ou que estdo em contato com a sujeira. Os microorganismos
aderidos a superficie podem se tornar um perigo em potencial e contaminar o produto.
A sanitizacdo das superficies em contato com o produto € um método indicado para
prevenir a contaminagdo. Infelizmente, ha fortes evidéncias que as praticas de
sanitizacdo atuais sdo menos efetivas para microorganismos fixos comparados aos
microorganismos de vida livre. Dessa maneira, os procedimentos de sanitizacdo devem
ser aplicados diariamente nas industrias e objetivar sempre a producdo de um alimento

seguro com nivel aceitadvel de qualidade, pois, se algum procedimento ndo for eficaz,
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podera ocorrer a perda do produto (HOOD; ZOTTOLA, 1995, MOSTELLER;

BISHOP, 1993; ZOTTOLA,; SASAHARA, 1994).

Verifica-se que existem varios tipos de microorganismos capazes de originar o
biofilme. Apesar da extensa literatura referente a presenca de biofilmes na indudstria de
processamento de alimentos e de microalgas em aguas, observa-se uma escassez de
estudos no que tange a probleméatica de microalgas que comprometem a estética da
agua engarrafada, como também de estudos que sugiram alternativas préaticas para a

eliminacdo destas microalgas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a acéo de diferentes algicidas sobre a inibi¢do do crescimento de microalgas em

aguas engarrafadas.

3.2 Objetivos especificos

Identificar os tipos de microalgas presentes em aguas engarrafadas em Pernambuco.

Estabelecer tipos, concentracfes e tempo de contato de algicidas para a eliminacgdo de

microalgas presentes em aguas engarrafadas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

As amostras foram constituidas de embalagens com aguas que apresentaram
sinais de alteracdo pelo desenvolvimento de microalgas, procedentes de duas empresas
engarrafadoras localizadas em &reas geogréficas distintas: Agreste e Litoral de
Pernambuco. Foram utilizados 2 diferentes tipos de embalagens: polipropileno (PP) de

20L e tereftalado de polietileno (PET) de 5L.

O universo da amostra foi constituido por 40 unidades de cada tipo de recipiente,

totalizando 80 embalagens.

llustracdo 1. Embalagem de agua (5L) com sinais de desenvolvimento de microalgas.
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4.2 Local da realizagéo da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Experimentacdo em Analise de
Alimentos (LEAAL), do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de

Pernambuco.

4.3 Métodos

A metodologia realizada pelo experimento foi composta das seguintes etapas:

[[ Identificacdo das microalgas J]

!

[[ Contagem de bactérias heterotroficas ]]

!

[[ Cultivo em meio Bold ]]

!

[[ Avaliacdo da cor produzida por microalgas

!

[[ Aplicacdo dos tratamentos com algicidas

llustracdo 2. Fluxograma da metodologia realizada.

4.3.1 Identificacéo de microalgas

Os recipientes visivelmente contaminados por microalgas foram esvaziados,
desprezando-se a agua. A microalga foi removida para identificacdo a fresco em
microscopio binocular com objetiva 100x1000, utilizando lamina e laminula. Os
procedimentos para a remocdo das microalgas variaram de acordo com o tipo de

recipiente da seguinte forma:



o Para recipientes de 20L, polipropileno:

[[ Agitacao do recipiente ]]

v

[[ Filtracdo da 4gua ]]

}

[[ Remocéo da microalga ]]

}

[[ Preparacéo da lamina ]]

}

(laenticaseo |

llustracdo 3. Fluxograma para identificacdo das microalgas em recipientes de 20L.

e Para recipientes de 5L, tereftalado de polietileno:

[[ Esvaziamento do recipiente

v

[[ Descarte da agua ]]

!

[[ Remocédo da microalga aderida ao recipiente ]]

!

[[ Preparacéo da lamina ]]

!

[[ Identificacio ]]

llustracdo 4. Fluxograma para identificacdo das microalgas em recipientes de 5L.

o1



52
Ap0s a preparacdo das laminas, as microalgas foram identificadas quanto as

suas caracteristicas morfoldgicas utilizando-se as chaves taxondmicas preconizadas por
Bicudo e Bicudo (1970), Joly (1963), Smith (1950) e textos especializados para
identificacdo até seu género (DESIKACHARY 1959, NECCHI e SANT’ANNA 1986 e

SMITH 1950).

4.3.2 Contagem de bactérias heterotroficas e avaliagdo da cor produzida por
microalgas.

Apobs a identificagdo das microalgas, realizou-se a andlise da contagem de
bactérias heterotréficas de acordo com a metodologia sugerida pela AOAC n° 990.12
(AOAC, 2002), utilizando placas Petrifilm AC-3M, para contagem de aerdbios. Os
resultados obtidos na contagem de bactérias heterotroficas foram correlacionados com

os da avaliacdo de cor produzida pelas microalgas.

4.3.3 Cultivo de microalgas

Os recipientes, visivelmente contaminados por microalgas, foram cultivados
meio Bold e ap6s o crescimento, os recipientes foram submetidos a uma avaliagdo
visual (ABNT, 2001), classificando-os como: (0) ndo visualizado crescimento a olho

nu (1) verde claro, (2) verde uniforme e (3) verde intenso uniforme.

4.3.3.1 Inoculagdo
A é4gua e o0 meio Bold foram misturados e mantidos em repouso, em temperatura
ambiente (28°C+ 2°C), até a visualizacdo do apice do crescimento algal, que ocorreu em

média com 40 dias.



53
4.3.3.2 Preparagdo das amostras

As microalgas contidas nos vasilhames foram cultivadas em meio Bold

(TOMPKINS et al., 1995) como demonstrada na ilustracédo 5.

llustracdo 5. Cultivo de microalgas em meio Bold (A= dgua em meio Bold, B= agua
sem meio Bold).

Esta etapa possibilitou a recuperagdo da microalga que se encontrava
possivelmente injuriada.

De cada recipiente foi desprezada uma porcdo correspondente a 320mL de
agua no recipiente de 5L e 1250mL no recipiente de 20L. Ao restante da agua foi
adicionada quantidades das solucgdes, estoque-1 e 2, suficientes para formular o meio

Bold como demonstrado na tabela 1.

Tabela 1. Aliquotas desprezadas e volumes utilizados para composic¢do do meio Bold.

Grupo N° de amostras Aliguota Solucéo Solucéo
desprezada estoque-1 estoque-2

5L 40 320mL 50mL 5mL

20L 40 1250mL 195mL 19,5mL

O meio Bold foi composto 2 solugbes estoques com 0s seguintes reagentes:
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6 solucdes estoque 1, sendo que cada uma contendo um dos seguintes sais:

Tabela 2. Composicéo da solucdo estoque -1

Solugdes Quantidade

Estoque 1 P/1L
1-) NaNO; 259
2-) CaCl,.2H,0 1,889
3-) Mg S04.7H,0 7,59
4-) KyHPO, 7,59
5-) KH,;PO, 17,5¢
6-) NaCl 2,59

Tabela 3. Composicao da solucao estoque-2

Solucdes Quantidade
Estoque 2 P/1L
1-) EDTA e KOH 50g e 31g
2-) FeS0,4.7H,0 acidificado em 4,989 e 1ImLH,SO,
H2SO4 diluir em 999mL de
agua destilada
3-) H2803 11,429
4-)Em agua acidificada adicionar: 1mL H,SO, diluir em
999mL de &gua destilada
+
ZnSQO, 8,829
MoO; 0,719
CO(NO3),.6H,0 0,499
MnCl; 1,449
CuS0,.5H,0 1,579

4.3.4 Verificagdo da eficacia de algicidas

Apls o periodo de armazenamento (40dias) foram aplicados diferentes
tratamentos para higienizacdo dos recipientes, os quais avaliaram a acdo abrasiva de
brita com diferentes solucGes algicidas em concentragdes recomendadas pelos
fabricantes: Quaternario de Aménia (1% e 2%); Acido Peracético (0,05% e 0,15%) e

Detergente Alcalino Clorado (5%).
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Conforme demonstradas na ilustracdo 6, as 40 amostras foram distribuidas em

seis tratamentos distintos. Com cada algicida foram aplicados cinco tratamentos. Em
paralelo foi utilizado um grupo controle onde foi utilizado um tratamento mecanico

apenas com brita e 4gua.

tratamento 1 tratamento 2
detergente alcalino clorado (5%) detergente alcalino clorado (5%0)
com brita com brita
(pH=13, T= 10 min) (pH=13, T=10min)
enxague enxague

quaternario de amdnia 4c. peracético
(pH=10) (pH=4)
I
] ] | ]
1% 2% 0.05% 0.15%
5 min 15 min 5 min 15 min 5 min 15 min 5 min 15 min

tratamento 4
tratamento 3

- quaternario de amonia
detergente alcalino clorado (5%0) com brita
com brita (pH=10)

(pH=13) l ] |

|_|_| 1% 2%
5min | |15 min I_I_| I_I_|

5 min 15 min 5 min 15 min

tratamento 5

ac. peracético tratamento 6
(PH=4)

I brita ¢/ meio

0.05% 0.15% ——
|_I_| |—|—| 5 min 15 min

5 min 15 min 5 min 15 min

llustracdo 6. Distribuicdo dos tratamentos utilizados nos dois grupos de 40 amostras
(5L e 20L).
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Os recipientes foram colocados em um equipamento rotatério adaptado de um

moinho de bola por dois tempos distintos (5min e 15min) de acordo com as ilustracdes

7e8.

llustracdo 8. Equipamento rotatorio adaptado para garrafoes de 5L.

Em seguida os garrafdes foram esvaziados e submetidos a enxagies

sucessivos em agua potéavel corrente. Para a verificacdo da completa eliminacdo do
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algicida, foi realizado o teste de pH na &gua do Ultimo enxague. Considerou-se

satisfatorio o enxaglie cujo pH correspondia ao pH da agua utilizada no enxagie

(pH=6.0 + 0.5).

Apbs os tratamentos, os recipientes foram preenchidos com o meio Bold e
novamente mantidos em repouso, em temperatura ambiente, sob iluminacdo natural,
protegida da incidéncia da luz direta por 40 dias, quando foram inspecionados quanto
ao desenvolvimento das microalgas. Consideraram-se eficazes os tratamentos com
algicidas cujos recipientes, por eles tratados, ndo apresentaram alteracdo com

crescimento de microalgas.

5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos a tratamentos estatisticos através do

Software Statistica 6.0, moddulo “Multivareate Exploratory Techiques” para

“Correspondence Analysis and Cluster” (STATSOFT, 2002).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como observou Morais (1991), existem poucos estudos sobre a microbiologia
de aguas engarrafadas apesar da sua importancia econémica e de saude publica. A
grande dificuldade do experimento referiu-se a escassez de estudos sobre microalgas
em aguas engarrafadas, de origem subterrdnea. A maioria dos estudos relacionada as

algas é referente a aguas superficiais tidas pela sua maior prevaléncia.

6.1 Identificacdo das microalgas

No estudo, evidenciou-se o inicio do desenvolvimento das microalgas em meio

Bold a partir do quarto dia de inoculacéo.

De acordo com os estudos brasileiros realizados por Machado; Lopez (1998) e
Lopez (1991) ocorrem diferentes tipos de microalgas formadoras de biofilmes em &guas
superficiais, tais estudos identificaram 46 e 43 espécies de microalgas distintas,
respectivamente. Para dguas subterraneas, Branco (1986) refere que tais dguas quase
ndo possuem microorganismos e que a auséncia de luz impossibilita a presenca de
microalgas ou outros seres fotosintetizantes. Estudos mais recentes demonstraram que
as aguas profundas, apesar da pouca quantidade de nutrientes ndo estdo isentas de
microorganismos, ou seja, apresentam uma populacdo microbiana propria que ndo
decorre, aparentemente, da contaminacdo com A&guas superficiais. No experimento
realizado, observou-se que as algas em forma de cistos podem estar presentes em aguas

de origem profunda, porém seu desenvolvimento é evidenciado quando ocorre o
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contato com nutrientes e luz, provocando a alteracdo de cor e turbidez da agua

(MORAIS, 1991; PIRES, 2002).

Na tabela 4, estdo demonstradas as classificagfes das microalgas identificadas

em embalagens de 5L e 20L, respectivamente:

Tabela 4. Classificacdo taxondmica de microalgas em aguas engarrafadas

Chave Amostra Amostra

taxondmica (5L) (20L)

DIVISAO CYANOPHYTA Smith CYANOPHYTA Smith

CLASSE CYANOPHYCEAE Sachs CYANOPHYCEAE Sachs

ORDEM CHAMAESIPHONALES Wettstein | CHROOCOCCALES Wettstein

FAMILIA DERMOCARPACEAE Geitler CHROOCOCCACEAE Négeli

GENERO Stichosiphon Microcystis Kiitzing

ESPECIE - Microcystis robusta Chark
Nygaard

Diante dos resultados, verifica-se que a microalga encontrada na amostra de 5L
(Stichosiphon), pertencente ao grupo de microalgas verde-azuladas, pouco estudadas e
portanto com informacdes escassas na literatura. Entretanto € conhecido que tal género
habita aguas doces, sdo solitarias, com enddsporo e epifitas — apresentando-se aderida
por meio de um “pé” ou apressorio mucilaginoso (DESIKACHARY, 1959; NECCHI;
SANT’ANNA,1986; SMITH,1955). Tais microalgas ndo estdo incluidas entre aquelas

que causam complicacdes a saude publica.

Nas ilustracbes 9 e 10, pode-se visualizar as microalgas identificadas no

experimento em embalagens de 5L e 20L.
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llustracdo 9. Célula da microalga Stichosiphon isolada de recipiente de agua de
tereftalato de polietileno (PET) 5L.

A microalga identificada nas embalagens de 20L (Microcystis robusta) é
semelhante aquela encontrada nas amostras de 5L no que se refere a divisdo e a classe
taxondmica. As diferencas entre elas foram constatadas a partir do estreitamento da
chave taxonémica. Para estas amostras foi necessario realizar a sua identificacdo até a
espéecie, uma vez que neste género estdo incluidas espécies capazes de produzir
compostos téxicos (BRANCO, 1986; MOLICA, 2004). Segundo Chorus, Bartram
(1999) e Halegraeff et al. (1995) citado por Schmitt, Proenga (2000) entre
aproximadamente 5000 espécies de microalgas conhecidas, cerca de 300 formam
floragdes e 40 delas sdo potencialmente toxicas capazes de provocar a morte humana e
de peixes por sufocagdo ou envenenamento. Embora existam muitos estudos sobre a
ecologia e distribuicdo do fitoplancton, pouco se sabe sobre a toxicidade de

microrganismos isolados a partir de amostras de agua engarrafada no Brasil.



61
A microalga, identificada na amostra de 20L, é verde azulada, de forma

arredondada ou alongada, colonial, planctdnica encontrada em &guas paradas
(BICUDO; BICUDO, 1970; DESYKASHARY,1959). Sobre a Microcystis robusta, a
literatura ndo refere toxicidade e/ou risco para a salde publica ndo estando incluida

entre as espécies toxicas referidas na literatura.

llustracdo 10. Célula da microalga Microcystis robusta isolada de recipiente de
agua, de polipropileno (PP) 20L.
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6.2 Resultados da analise da contagem de bactérias heterotréficas e coloracgéo
verde produzida por microalgas

Nas tabelas 5 e 6, observam-se 0s resultados obtidos da analise de contagem de

bactérias heterotroficas da agua engarrafada antes do cultivo em meio Bold e a

classificacdo visual do nivel de contaninag¢éo por microalgas.

Tabela 5. Resultados da contagem de bactérias heterotroficas e coloragdo verde
produzida por microalgas em amostras de 5L.

*(0) Nao visualizado crescimento a olho nu, (1) Verde claro, (2) Verde uniforme e (3)Verde intenso

uniforme.

Amostra (5L) N° de heterotréficos | Nivel de contaminacéo
(UFC/mL) por microalgas*
01 1,3 X 10° 3
02 <1,0 3
03 1,4 X 10 3
04 15X 10 3
05 3,2X10 2
06 2 2
07 2,8 X 10 2
08 34X10 2
09 3 3
10 1,9 X 10? 2
11 0 1
12 2 3
13 3 3
14 2,1 X10° 3
15 1,6 X 10 2
16 1 1
17 1,2 X 10 1
18 <1,0 3
19 7 3
20 54X 10 2
21 1 2
22 7,6 X 10? 1
23 3X10 1
24 7,7X 10 1
25 5,8 X 102 2
26 15X 10 1
27 10° 1
28 1 2
29 2,1 X 10 1
30 2 1
31 1,4 X 10 1
32 5 1
33 29X 10 2
34 0 1
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Tabela 6. Resultados da contagem de bactérias heterotroficas e coloracdo verde
produzida por microalgas em amostras de 20L.

Amostra (20L) | n° de heterotréficos | nivel de contaminagdo por
(UFC/mL) microalgas*
35 >2,5 X 10° 2
36 >2,5 X 10? 2
37 >2,5 X 10? 0
38 >2,5 X 10? 1
39 >2,5 X 10° 2
40 >2,5 X 10° 0
41 > 25X 10° 2
42 1,0 X 10° 2
43 3X10? 1
44 2,5X10? 2
45 9,5X 102 1
46 1,3X 10° 2
47 7,5X 10? 2
48 6,9 X 102 1
49 1,0X 10° 0
50 5,8X 10? 0
51 3,2X 10? 1
52 2,6 X 10? 0
53 5,7 X 10? 2
54 2,1X 10% 1
55 3X 10° 0
56 1,6X 10? 1
57 2,8X 10? 1
58 1,3X10? 2
59 1,0X 10° 2
60 43X10? 2
61 7 X 10? 2
62 52 X 10° 1
63 1,7X 10° 3
64 2,5X 10° 3
65 1,58X 10° 3
66 2,5X10? 3
67 2,5 X 10? 2
68 1,3 X 10° 3
69 1,2 X 10? 3

*(0) N&o visualizado crescimento a olho nu, (1) Verde claro, (2) Verde uniforme e (3)Verde intenso

uniforme.

Observa-se que a maioria das microalgas visualizadas nas amostras de 5L

encontraram-se na classificacdo 1. Enquanto que, nas amostras de 20L, encontraram-se

na classificagéo 2.

Verifica-se que os dados absolutos obtidos da contagem de bactérias

heterotréficas encontradas sdo bem diversificados por

unidade de amostra,
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possibilitando destacar que cada amostra possuiu um comportamento particular de

desenvolvimento.

A origem das bactérias presentes no aquifero continua incerta; no entanto ndo se
parece possivel que sejam bactérias provenientes da superficie para o aqlifero, uma vez
que os tipos coloniais predominantes na superficie sdo diferentes dos encontrados no
subsolo. Nas aguas engarrafadas, apresentadas em sistema fechado de volume pequeno,
as condicdes para 0 crescimento microbiano mudam drasticamente, uma vez que 0S
microorganismos presentes interagem metabdlica e fisiologicamente entre si, podendo
consequentemente sobreviver, proliferar ou morrer (MORAIS, 1991).

Assim, pode-se evidenciar que no experimento os dados da contagem de
bactérias heterotroficas se apresentam discrepantes inviabilizando o calculo de média, o

que reforca o comportamento particular de cada amostra.

6.3 Analise estatistica da contagem de heterotréficos em dguas com microalgas

O engarrafamento pode ser responsavel pela contaminacdo das aguas
engarrafadas por bactérias aloctones a sua flora autoctone, podendo essas bactérias ter
origem no recipiente, no ambiente ou serem introduzidas durante o processo de envase

(MORAIS, 1991).

Nas ilustragbes 11 e 12, verificou-se ndo haver correlagdo entre o nimero de
heterotréficos autoctones e a intensidade de cor verde produzida nos recipientes,
permitindo inferir que a concentragdo de heterotroficos ndo interferiu no

desenvolvimento das microalgas.
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llustracdo 11. NUumero de heterotréficos x nivel de contaminagdo por microalgas em
amostras de 5L.
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llustracdo 12. Numero de heterotréficos x nivel de contaminagdo por microalgas em
amostras de 20L.

O processo de envase de aguas subterrdneas envolve uma sequéncia de

operacdes que devem ser rigorosamente controladas a fim de manter as caracteristicas

naturais da agua (MORAIS, 1991). No Brasil observa-se a escassez de estudos sobre a

microbiota de aguas engarrafadas. A maior parte da literatura encontrada refere-se as

aguas subterraneas de origem européia, sendo evidenciado que cada dgua possui uma

caracteristica propria, podendo apresentar um comportamento variado. Assim, 0



66

estimulo aos estudos brasileiros seria de grande contribuicdo para o conhecimento mais

detalhado sobre a microbiota presente nas aguas de origem subterranea engarrafadas

no Brasil.

6.4 Comportamento das microalgas ap6s aplicacéo de algicidas

Na tabela 7 e 8, estdo apresentados os resultados do desenvolvimento das

microalgas nos recipientes submetidos a diferentes tratamentos.

Tabela 7. Comportamento das microalgas (Stichosiphon) apds aplicacdo de algicidas

em amostras de 5L.

Tratamentos

N° de
recipientes
tratados

N° de amostras
com
crescimento

Detergente A. Clorado a 5% com brita + Q. Aménia 1% (5 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita + Q. Amoénia 1% (15 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita + Q. Aménia 2% (5 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita + Q. Aménia 2% (15 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita + Ac.Peracético 0.05% (5 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita + Ac.Peracético 0.05% (15 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita + Ac.Peracético 0.15% (5 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita + Ac.Peracético 0.15% (15 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita (5min)

Detergente A. Clorado a 5% com brita (15min)

Q. Amonia 1% com brita (5min)

Q. Amonia 1% com brita (15min)

Q. Amonia 2% com brita (5min)

Q. Ambnia 2% com brita (15min)

Ac.Peracético 0.05% com brita (5 min)

Ac.Peracético 0.05% com brita (15 min)

Ac.Peracético 0.15% com brita (5 min)

Ac.Peracético 0.15% com brita (15 min)

Brita com meio bold (5 min)

Brita com meio bold (15 min)

NNNPFRPPRPPRPPOOPRPOOO0OO0OO0OO0OOOOOO

Total de amostras

BSINDDNDNPDNPNPNPNPNNNDNNNDNNNDNNDNDNDNNDNDNDDNDDN

Observa-se na tabela 7 que o &cido peracético ndo foi eficaz para o controle do

desenvolvimento de microalgas, o que pode ser justificado, segundo Macedo (2000),

por sua baixa estabilidade. Apresentando-se como um acido fraco, enquanto que 0s

outros produtos sdo bases fortes. O tratamento do recipiente com o quaternario de

amonia apesar de ter apresentado crescimento em apenas uma das amostras estudada
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pode ser considerado eficaz, pois em concentracdo semelhante e menor tempo de

contato (5min) ndo foi observado o crescimento de tais microalgas.

Este comportamento pode ser atribuido a interferéncia de outros fatores, tais
como caracteristicas inerentes a prépria microalga e ao desenho do recipiente que por si
sO desfavorece a remocdo completa do biofilme. A Norma n°14222/1998 da
Associacdo Brasileira de Normas e Técnicas (ABNT, 1998) recomenda que o desenho
do recipiente evite a presenca de saliéncias na superficie interna que possam dificultar a

higienizagdo, remocdo de contaminantes ou favorecer a incrustagdo das sujidades.

Verifica-se ainda que o tratamento que utilizou exclusivamente a agdo mecanica
foi insuficiente para atingir na matriz do glicocélix, desta forma impossibilitando a
remogédo completa do biofilme formado pelas microalgas.

Tabela 8. Comportamento das microalgas (Microcystis robusta) apds aplicacdo de
algicidas em amostras de 20L.

N° de N° de amostras
Tratamentos recipientes | com
tratados crescimento

N

Detergente A. Clorado a 5% com brita + Q. Aménia 1% (5 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita + Q. Amdnia 1% (15 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita + Q. Aménia 2% (5 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita + Q. Aménia 2% (15 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita + Ac.Peracético 0.05% (5 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita + Ac.Peracético 0.05% (15 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita + Ac.Peracético 0.15% (5 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita + Ac.Peracético 0.15% (15 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita (5min)

Detergente A. Clorado a 5% com brita (15min)

Q. Amonia 1% com brita (15min)

Q. Amonia 2% com brita (5min)

Q. Amonia 2% com brita (15min)

Ac.Peracético 0.05% com brita (5 min)

Ac.Peracético 0.05% com brita (15 min)

Ac.Peracético 0.15% com brita (5 min)

Ac.Peracético 0.15% com brita (15 min)

Brita com meio bold (5 min)

Brita com meio bold (15 min)

NP NPNPNPDNDNDNPDNDNDNDNDNDNDNDNDDNDDNDDN
NNOOODODODODODODODOODODODOOOOoO

I
o

Total de amostras
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Na tabela 8 observa-se que o comportamento da microalga Microcystis

robustafrente aos tratamentos quimicos utilizados, reforca as citacbes de Lomander et
al. (2004) e Boe-Hansen (2002) quando afirmam que 0s microorganismos que ndo estao
associados ao biofilme sdo mais susceptiveis. De acordo com Boe-hansen (2002), as
diferencas metabolicas ocorrem entre 0s microorganismos que vivem aderidos e livres
na agua, o que torna relevante os estudos nos dois habitats. No presente estudo, a
resposta de cada microalga registrada nos dois habitats é também diferenciada; ja que
se observou uma maior acdo do sanitizante nas formas de habito planctdnico
(Microcystis robusta), demonstrando que ocorreu menor resisténcia ao tratamento
quimico na espécie planctbnica do que na espécie formadora de biofilme

(Stichosiphon).

6.5 Analise estatistica da aplicacao dos algicidas
Nas ilustracbes 13 e 14, podem ser observados os comportamentos das microalgas

estudadas através dos diversos tratamentos quimicos e mecanicos.
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llustracdo 13. Andalise multivariada de correspondéncia multipla para o0 comportamento
em microalgas (Stichosiphon) para amostras de 5L.
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Variaveis: (1) Detergente alcalino clorado 5% com brita + Quat. Amonia 1%,

(2) Detergente alc. Clorado 5% com brita + Quat. Amonia 2%,

(3) Detergente alc. Clorado 5% com brita + Ac. Perac. 0.05%,

(4) Detergente alc. Clorado 5% com brita + Ac. Perac. 0.15%,

(5) Quat. Aménia 1% com brita,

(6) Quat. Aménia 2% com brita,

(7) Ac. Perac. 0.05% com brita,

(8) Ac. Perac. 0.15% com brita,

(9) Detergente alc. Clorado 5% com brita

(10) Brita com agua,

(v) tempo de 5min, (15) tempo de 15min, (s) crescimento de microalgas e (n) néo
crescimento de microalgas.

Os biofilmes sdo formados, de acordo com Zottola e Sasahara (1994), por um
ataque de células aderidas de modo irreversivel, e segundo Hood e Zotolla (1997), um
fator que justifica a aderéncia do biofilme a superficie € o ambiente com baixas
condicBes de nutrientes que provoca mudangas nas caracteristicas das células que se
associam em busca de nutrientes o que reflete na aproximacgéo das mesmas e fixacdo as
superficies.

Maior atencdo deve ser dada a estas formas pois sdo de mais facil ocorréncia nas
aguas de melhor qualidade ou com baixos niveis de contaminacao e nutrientes, como € o
caso das aguas estudadas. A maxima adesao das células ocorre em substratos altamente
carregados, como o vidro. Em substratos menos carregados como no poliestireno
(termopléstico) a adesdo é menor (DEXTER, 1975 apud ZOTTOLA; SASAHARA,
1994). Nas culturas microbianas, a hidrofobicidade depende do tipo do substrato e do
meio de cultura usado para os microorganismos, logo a escolha do plastico para
acondicionamento das aguas engarrafadas em detrimento do vidro, utilizado no passado,
ja foi um passo importante para diminuir a adesdo destas microalgas. Dada a observacgao
de que a condicdo encontrada da agua engarrafada é naturalmente propicia a formacéo
de biofilme microbiano.

Kjelleberg; Hermansson (1984) afirmam que os baixos niveis de nutrientes

induzem ao aumento da hidrofobicidade na superficie da célula, propiciando maior



70
numero de adesdes irreversiveis. Esta afirmativa é valida para o sistema em questéo:

recipientes fechados, sem qualquer sistema de circulacdo e com baixa concentracéo de
nutrientes. Para sistemas com fluxo ou abertos, varios autores como Wolffaardt; Cloete
(1992), Sasahara; Zottola (1993) observaram um comportamento diferente na formacéo

do biofilme.

No experimento realizado devido ao enclausuramento da agua e o aparecimento
apenas de uma espécie de Stigosiphon e 0 ndo aparecimento de outra espécie com
mesma densidade co-existindo, € muito provavel que a limitagdo de nutrientes cause a
“inanicdo” de outras espécies nas aguas estudadas, sendo porém, um fator estimulante a
formacdo dos biofilmes de Stigosiphon nestas embalagens, por esta espécie ser capaz de

se adaptar a esta condigé&o.

A aplicacdo de uma analise multivariada de correspondéncia multipla para
identificar possiveis associacBes significativas (PIGGOTT, 1986) possibilitou
corroborar com a afirmativa de Andrade e Macedo (1996), Hood e Zottola (1997),
Mosteller e Bishop (1993), Morais (1991) e Zotolla (1994) quando referem que as
superficies podem abrigar os microorganismos firmemente aderidos, dificultando assim,

a sua remogéo.

Andrade e Macedo (1996) sugerem que para 0 controle e prevencdo de
biofilmes microbianos é necesséaria a remocdo de residuos. Diante de tal afirmativa,
pode-se observar, na ilustragdo 13, que a utilizacdo do detergente alcalino clorado
associado ao emprego da agdo mecanica abrasiva da brita, antes da aplicacdo do agente

quimico sanitizante, representou a alternativa mais eficaz. Dessa forma, dentre os
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tratamentos utilizados o que demonstrou melhores resultados foi o que associou 0 uso

da acdo mecanica com detergente alcalino clorado seguido da sanitizagdo quimica com
quaternario de amonia e acido peracético. Tal resultado deve-se a capacidade do
detergente solubilizar a matéria organica aderida ao biofilme e a sua acdo ser
potencializada pelo poder mecanico provocado pela brita na quebra da camada
superficial do biofilme que favorecera a acdo sanitizante. Pois, de acordo com
Lomander et al. (2004), se a matriz do biofilme ndo for completamente removida,
durante a sanitizacdo quimica, as células remanescentes podem aderir novamente a
superficie e favorecer o inicio da formacéo de um novo biofilme.
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llustracdo 14. Analise multivariada de correspondéncia maltipla para o comportamento
das microalgas (Microcystis robusta) para amostras de 20L.

Variaveis: (1) Detergente alcalino clorado 5% com brita + Quat. Aménia 1%,

(2) Detergente alc. Clorado 5% com brita+ Quat. Amdnia 2%,

(3) Detergente alc. Clorado 5% com brita+ Ac. Perac. 0.05%,

(4) Detergente alc. Clorado 5% com brita + Ac. Perac. 0.15%,

(5) Quat. Aménia 1% com brita,

(6) Quat. Aménia 2% com brita,

(7) Ac. Perac. 0.05% com brita,

(8) Ac. Perac. 0.15% com brita,

(9) Detergente alc. Clorado 5% com brita

(10) Brita com agua,

(v) tempo de 5min, (15) tempo de 15min, (s) crescimento de microalgas e (n) ndo crescimento
de microalgas.
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Na ilustracdo 14, observa-se a eficiéncia dos tratamentos, ndo sendo evidenciado o

crescimento da microalga nas amostras de 20L apo6s a aplicagdo dos algicidas,
demonstrando que apesar de pertencerem ao mesmo grupo das microalgas verde-
azuladas, a Microcystis robusta possui outras caracteristicas morfologicas, fisioldgicas

e habitos.

Segundo Pires (2002), o fato dos microorganismos responderem de modo
levemente diferente as condicOes de temperatura, de exposicdo a luz solar e de aeragdo
pode estar relacionado as condi¢fes de normalidade ou de injuria em que eles se

encontram no inicio do processo de crescimento.

A menor resisténcia aos tratamentos quimicos, deve-se ao fato dessas
microalgas, sem apresorio mucilaginoso, apresentarem-se pouco associadas a formacédo
da matriz envolvente (glicocélix) comum as espécies aderidas, mesmo possuindo
mucilagem envolvente. Ademais, sua presenca em solugéo atuou favorecendo a acéo do

algicida (NECCHI; SANT’ANNA, 1986; SMITH, 1955; DESIKACHARY, 1959).

Outro fator que pode ter interferido no resultado diz respeito ao desenho e material
utilizado na fabricacgéo do recipiente (BRASIL, 1998; BRASIL, 1999), pois, de acordo
com Pires (2002), as alteragdes drasticas do comportamento da microbiota, quando
observadas em &guas engarrafadas, podem ser associadas a presenca de impurezas nas
embalagens. Esta observacdo torna licita a hipGtese de que quando uma &gua,
previamente aprovada quanto a qualidade microbioldgica, for acondiconada em
embalagem rigorosamente limpa, sem residuos de matéria organica de qualquer

natureza, apresentara curva normal de crescimento da microbiota, de forma que néo
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comprometerd a qualidade do produto estocado. Essa afirmativa constitui uma

importante contribui¢do para as indudstrias engarrafadoras na deciséo para a escolha da
embalagem que devera ser utilizada para diferentes tipos de aguas.

Né&o foi constatada influéncia nos tempos utilizados (5 e 15 minutos) sobre 0s
diversos tratamentos, ndo estando portanto esclarecido qual o0 menor tempo necessario
para o contato dos produtos quimicos com a microalga desenvolvida no recipiente. Tal
observacdo estimula o desenvolvimento de outros estudos, sendo de grande interesse
para os engarrafadores por contribuir com a reducdo do tempo e da mao de obra

utilizada no processo.
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos e nas condi¢des em que foi realizada a pesquisa pode-se

concluir que:

as microalgas Stichosiphon e Microcystis robusta podem estar presentes e
comprometer as caracteristicas da agua engarrafada;

nédo foi constatada a presenca de microalgas produtoras de toxinas nas amostras
estudadas;

a microalga Microcystis robusta foi mais sensivel a acdo dos tratamentos
realizados;

ndo ha correlacdo entre 0 nimero de bactérias heterotroficas presentes nas aguas
de origem profunda e a intensidade de cor verde produzida por microalgas;

0 desenho e o tipo de material utilizado na fabricagcdo das embalagens influi no
comportamento das microalgas;

0 uso de apenas acdo mecanica ndo é suficiente para eliminar os biofilmes
formados por microalgas em recipientes de aguas;

a associacdo de dois tratamentos: mecénico e quimico na limpeza dos
recipientes demonstrou ser mais eficiente, portanto a mais indicada;

as caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e o habito de cada microalga

influenciaram na acdo dos sanitizantes quimicos;
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- dentre os agentes quimicos utilizados, os mais eficazes foram 0s que associaram

a utilizacdo do detergente alcalino clorado ao quaternario de amonia e &cido
peracético.

- O tempo de 5 minutos de contato do algicida com a microalga foi suficiente
para inibicdo do crescimento.

8 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo dessa pesquisa permite concordar que as bactérias aderidas em
superficies apresentam um problema sério nas industrias engarrafadoras, uma vez que
tais microorganismos podem crescer e se multiplicar continuamente no interior do
biofilme até que ocorra a sua liberagdo no ambiente, ocasionando prejuizos de ordem
estética em recipientes de agua. Como efeito, a contaminagdo dos produtos onera o
setor e sua presenca nao deve ser negligenciada. Dessa forma, tal trabalho concorda
ainda com a afirmativa dos autores Mosteller e Bishop (1993) e Hood e Zottola (1997)
no que tange a prevencdo como a chave para desencorajar a formacdo do biofilme. A
limpeza mecénica e a aplicacdo da sanitizacdo mais adequada demonstraram ser o
melhor modo de prevengdo contra microorganismos aderentes e células livres, pois se
constatou, na literatura e no experimento realizado, que uma vez que o biofilme se

encontre firmemente estabilizado a limpeza e a sanitizacéo se torna mais dificil.
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