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Resumo

Este projeto, que surgiu no ambito da unidade curricular Dissertacdo do Mestrado Integrado
em Engenharia Quimica, ao abrigo da Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto, pretendeu
analisar a microbiota da 4gua da rede de abastecimento da unidade de produgao de tintas na empresa

Barbot - Industria de Tintas S.A..

As tintas sdo uma formulacdo complexa de diferentes componentes, que incluem substancias
organicas e inorganicas: cargas, veiculos fixos/ligantes, pigmentos, diluentes, solventes e outros
aditivos. Alguns destes componentes podem funcionar como nutriente para os microrganismos,
permitindo o seu crescimento nas tintas. No caso especifico das tintas de base aquosa, estas sdo mais
suscetiveis ao ataque e degradacdo por microrganismos devido ao seu solvente maioritario (dgua).
Nesse sentido, é evidente crescimento microbiano, por exemplo, nos sistemas de abastecimento de
agua, ao longo do processo de producdo da referida indudstria ou até mesmo nos produtos finais ja
embalados. Para combater esta problematica a industria de tintas opta atualmente pela desinfecao
adequada da 4gua utilizada no processo de producdo, pela higienizagdo adequada de
superficies/equipamentos e utilizagdo responsavel de biocidas, evitando a deterioracdo das tintas e,

consequentemente, o seu aspeto/odor desagradavel.

Devido a interrupg¢do das atividades de estagio na empresa e na FEUP, motivada pela pandemia
COVID-19, este documento apresenta uma abordagem teérica aprofundada acerca dos processos de
desinfecdo existentes em sistemas de abastecimento de dgua. Adicionalmente, apresenta o estudo
experimental desenvolvido sobre a microbiota da rede de abastecimento de 4gua da empresa, que

consistiu na enumeracao e identificacdo de heterotréficos totais cultivaveis em meio nutritivo.

Através da recolha e andlise de agua de 4 pontos distintos da rede de abastecimento de agua
utilizada na producdo, foi possivel concluir que um dos locais (PA2) apresenta diferengas
estatisticamente significativas em relagdo a agua fornecida pela Aguas de Gaia, EM, S.A. (PA1),
apresentando uma carga microbiana inferior. Desta forma, no sistema em estudo foi evidente uma
diminui¢do na carga microbiana em relacdo a 4gua proveniente da rede publica, o que comprova a
eficicia dos processos de desinfe¢do utilizados pela empresa: cloracdo e radiagdo ultravioleta.
Relativamente a identificacdo dos organismos cultivaveis no sistema de abastecimento de agua da
empresa, encontraram-se 9 géneros maioritarios distintos: Bacillus, Staphylococcus, Enhydrobacter,
Mycobacterium, Methylobacterium, Blastomonas, Paenibacillus, Pelomonas e Streptomyces. Tendo em
conta os baixos indices de diversidade alfa e o baixo nimero de Unidades Taxondémicas Operatérias

(OTUs), concluiu-se que a agua do sistema de abastecimento apresenta baixa diversidade bacteriana.

Palavras Chave: tintas, 4gua potavel, bactérias, biocidas, cloro, radiacao ultravioleta
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Abstract

For Dissertation unit of Chemical Engineering Master’s Degree at Faculty of Engineering of
the University of Porto, a project was developed with the intention of analyzing water microbiota of

the paint production unit supply network in Barbot - Indtstria de Tintas S.A..

Paints are a complex formulation of different components that include organic and inorganic
substances: extenders, fixed vehicles/binders, pigments, diluents, solvents, and other additives.
Some of these components can act as a nutrient for microorganisms, allowing microbial growth in
paints. Water-based paints are more susceptible to microbiota attack and degradation, due to its
main solvent (water). Microbial growth is evidenced, for example, on water supply systems, during
paints production process or even on final packaged products. Presently, to avoid this problem,
paints industries opt to adequate cleaning of surfaces/equipment, disinfection of water used during
production process and responsible use of biocides, avoiding paints deterioration and unpleasant

aspect/smell.

Due to interruption of internship activities at Barbot and FEUP, caused by COVID-19
pandemic, this document introduces a deeper theoretical approach about the disinfection processes
on water supply systems. Includes an experimental study developed about water microbiota in the
water supply system network in Barbot, with the enumeration and identification of total cultivable

heterotrophic in nutrient medium.

Through sampling and analysis of water from 4 phases of this system, it was possible to
conclude that only one of them (PA2) showed a microbial load statistically different from Aguas de
Gaia, EM, S.A. (PA1). A decrease in microbial load was evident when compared to public network,
which shows the effectiveness of the disinfection processes used in Barbot: chlorine and ultraviolet
radiation. About the identification of cultivable organisms in water supply system, nine genera were
detected: Bacillus, Staphylococcus, Enhydrobacter, Mycobacterium, Methylobacterium, Blastomonas,
Paenibacillus, Pelomonas e Streptomyces. Considering alpha diversity low indexes and the low
number of Operational Taxonomic Units (OTUs), it was concluded that the water supply system

shows low bacterial diversity.

Key Words: paints, drinking water, bacteria, biocide, chlorine, ultraviolet radiation
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file:///C:/Users/Asus/Desktop/Tese_MarisaGregório_201808940_Setembro2020.docx%23_Toc51440006
file:///C:/Users/Asus/Desktop/Tese_MarisaGregório_201808940_Setembro2020.docx%23_Toc51440006
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Notacao e Glossario

A Comprimento de onda

Lista de Siglas

[&D Departamento de Investigacdo e Desenvolvimento
cov Compostos organicos volateis

LEPABE  Laboratoério de Engenharia de Processos, Ambiente, Biotecnologia e Energia
uv Ultravioleta

ECHA Agéncia Europeia das Substancias Quimicas
BPR Regulamento de Produtos Biocidas

ETA Estacdo de Tratamento de Aguas

EPSs Substancias poliméricas extracelulares
DBPs Subprodutos de desinfecdo
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1 Introducao

1.1 Enquadramento e Apresentac¢ao do Projeto

O presente relatério descreve o trabalho desenvolvido entre margo de 2020 e setembro de
2020, na empresa Barbot - Industria de Tintas S.A.,, situada em Canelas, Vila Nova de Gaia. O tema do
projeto é “Andlise da microbiota da dgua da rede de abastecimento de uma unidade de produgdo de
tintas”. Este projeto surge no ambito da unidade curricular Dissertacdo do Mestrado Integrado em

Engenharia Quimica, ao abrigo da Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto.

As tintas sdo uma formulacdo complexa de diferentes componentes, que incluem substancias
organicas e inorganicas: cargas, veiculos fixos/ligantes, pigmentos, diluentes, solventes (como por
exemplo, 4gua) e outros aditivos. Alguns destes componentes podem servir de nutriente para os
microrganismos, permitindo o seu crescimento nas tintas. Nesse sentido, pretendeu-se estudar a
agua da rede de abastecimento da unidade de produc¢do como uma possivel proveniéncia da
contaminacdo das tintas, enumerando e identificando os heterotroéficos totais (cultivaveis em meio
nutritivo). Devido a interrupcdo das atividades de estagio na empresa e na FEUP, motivada pela
pandemia COVID-19, pretendeu-se fazer uma abordagem teorica aprofundada acerca dos processos
de desinfecdo existentes em sistemas de abastecimento de agua, com o auxilio de todos os

conhecimentos adquiridos ao longo do ciclo de estudos de Engenharia Quimica.

E crucial que as tintas disponibilizadas diariamente no mercado nio se deteriorem, nem
apresentem um aspeto/odor desagradavel para o consumidor. Todas estas preocupagdes na gestio
de uma empresa pautam a diferenca e preservam a imagem da sua marca. Assim, as industrias de
tintas estdo cada vez mais atentas as contaminac¢des dos seus produtos e aos impactos negativos no
ambiente, que surgem como resultado da sua producio. Desta forma, é importante compreender a
origem de tais contaminagdes para ser possivel a sua mitigacdo, bem como evoluir, estrategicamente,
para um mercado mais responsavel e atento as questdes ambientais. Para garantir a total satisfacio
dos clientes deste setor e, se possivel, a fidelidade dos mesmos, é essencial uma monitorizacao do
grau de contamina¢do microbiolégica desde o inicio do processo de producdo até a fase final de
embalamento e armazenamento do produto final, que pode durar semanas ou até anos. Para além
disso, é bastante importante garantir a higienizacdo periddica de todos os espacos de

trabalho/producdo, bem como garantir desinfe¢des regulares com a utilizacdo de biocidas.

1.2 Apresentacao da Empresa

A empresa Barbot - Industria de Tintas S.A. adiante designada apenas por Barbot,

caracterizada por valorizar a seguranca e a qualidade dos seus produtos em primeiro lugar, surgiu
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em 1920 como uma empresa de cariz familiar. Todavia, ao longo dos dltimos anos, a mesma sofreu
uma continua expansao, conseguindo assim afirmar-se no mercado nacional da industria de tintas
(Tintas Barbot, n.d.). Atualmente, esta presente de Norte a Sul do pais, com duas fabricas localizadas
no concelho de Vila Nova de Gaia, em Laborim e em Canelas (Figura 1). Desta forma, apresenta assim
um alargado campo de abrangéncia no mercado nacional, com infraestruturas providas de tecnologia
moderna, uma alta capacidade produtiva e também uma elevada competitividade (Tintas Barbot,

n.d.).

Figura 1 - Instalagées da empresa Barbot, localizada em Canelas, Vila Nova de Gaia (Tintas Barbot, n.d.).

E perfeitamente evidente o carater internacional na expansio do Grupo Barbot, estando este,
atualmente, presente em 3 continentes: Europa (Portugal, Espanha, Franca, Bélgica, Luxemburgo,
Suica), Africa (Angola, Cabo Verde, Guiné, Mogcambique) e América Latina (Pert) e sendo cinco as
empresas que constituem o Grupo Barbot: Barbot Portugal, Barbot Angola, Barbot Mogambique,

Barbot Cabo Verde e Jallut (Tintas Barbot, n.d.).

Hoje o Grupo Barbot apresenta uma marca fortalecida no mercado das tintas e uma oferta
alargada de produtos e solugdes para os problemas didrios dos seus clientes e colaboradores,

comercializando tintas e vernizes para diversos setores (Tintas Barbot, n.d.).

“Uma tinta Barbot é muito mais do que a sua cor. E tudo o que transmite, tudo o que inspira. E um movimento
infinito de emogdes.”
A Barbot foca-se, essencialmente, numa melhoria continua e na inovacdo dos seus produtos,
desta forma, a empresa possui um Departamento de Investigacdo e Desenvolvimento (I&D) que é
responsavel pela concecdo, formulagio e desenvolvimento de novos produtos, no sentido de

responder as necessidades do quotidiano (Tintas Barbot, n.d.).

No ano de 2003, a empresa obteve a Certificacdo segundo a norma ISO 9001, atingindo assim

o grau mais elevado de qualidade (Tintas Barbot, n.d.).

A Barbot apresenta uma forte preocupacdo com a politica de gestdo ambiental. Exemplo disso

sdo os mais recentes produtos ndo agressivos para o ambiente, ou seja, ecoldgicos, que pretendem
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responder as questdes da sustentabilidade tdo abordadas na atualidade. Neste sentido, a Barbot tem
como objetivo eliminar os impactos negativos no ambiente que surgem como resultado da sua
atividade, nomeadamente, através do tratamento de residuos industriais e da redu¢do da emissao de

compostos organicos volateis (COV) (Tintas Barbot, n.d.).

A marca Barbot conquistou um forte posicionamento na decoracio e renovacio de interiores,
sendo atualmente uma referéncia no mercado portugués. Assim, a assinatura “Novas emogdes”

reflete a aposta na esfera mais emocional associada ao universo da decoracao (Tintas Barbot, n.d.).

“Porque uma tinta Barbot reflete muito mais do que a sua cor. Pretende ser aspiracional e inspiradora. Porque
as pessoas podem viver em casas. Mas as casas também vivem nas pessoas. E uma casa sem cor é uma casa sem

emogdo.”

1.3 Contributos do(a) autor(a) para o Trabalho

0 trabalho desenvolvido permitiu analisar os organismos heterotréficos totais da agua em
diferentes pontos da rede de abastecimento de uma unidade de producdo de tintas e, desse modo,
avaliar a eficacia dos sistemas de desinfecdo de dgua existentes na Barbot. Esta tematica é bastante
importante para uma industria de tintas de base aquosa, uma vez que, a 4gua é o solvente maioritario
deste tipo de tintas. Desta forma, é importante salientar a necessidade de garantir a protecdo
bacterioldgica neste tipo de tintas devido ao facil crescimento de microrganismos, por exemplo, nos
sistemas de abastecimento de 4gua, ao longo do processo de producado da referida industria ou até
mesmo nos produtos finais ja embalados. O conhecimento da microbiota da 4gua da rede da Barbot
permitird retirar conclusdes em relacdo a proveniéncia da contamina¢do das tintas, que foi ja

comprovada no ambito de Dissertacdes realizadas, anteriormente, nesta mesma empresa.

Esta Dissertacao de Mestrado, realizada em ambiente empresarial, teve a colaboracao da
Faculdade. Desta forma, as amostragens efetuadas durante o periodo de estagio foram realizadas na

empresa, todavia, a parte experimental foi realizada nas instalacées do LEBAPE, na FEUP.

1.4 Organizacao da Tese

Apds uma contextualizagdo geral do assunto em estudo e apresentacdo da empresa Barbot, no
capitulo 2.1 faz-se uma pequena abordagem relativa a tecnologia da industria das tintas e vernizes,
destacando a importancia de diversas matérias-primas. Posteriormente, no subcapitulo 2.2 aborda-
se a problematica da contaminagdo de tintas decorativas ou componentes das tintas, nomeadamente
tintas de base aquosa, fazendo referéncia a utilizacdo consciente de biocidas (aditivos) para fins
especificos, regulados pela Agéncia Europeia de Substancias Quimicas (ECHA). No subcapitulo 2.3
apresenta-se uma abordagem geral sobre a 4gua da rede de abastecimento de unidades de produgdo
industrial, nomeadamente sobre os processos de desinfecdo de agua, alertando para a existéncia de

biofilmes, comumente encontrados nas paredes das condutas e reservatérios dos sistemas de
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abastecimento de agua. Nos subcapitulos 2.4, 2.5 e 2.6 apresenta-se uma pesquisa tedrica
aprofundada sobre a utilizagio de cloro e radiacao ultravioleta (UV) como métodos de desinfecdo em
sistemas de abastecimento de 4gua. No subcapitulo 2.7 estao descritos os objetivos desta Dissertacao

de Mestrado.

O capitulo 3 compreende a instalacdo do sistema de abastecimento de dgua na Barbot e,
também, os materiais e métodos necessarios para a realizacdo da atividade experimental,

nomeadamente a enumeracdo e identificagdo dos microrganismos cultivaveis.

No capitulo 4 sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos. Neste capitulo sdo
comparados os valores obtidos na enumeracdo de heterotréficos totais ao longo da linha de
abastecimento de 4gua com os dados fornecidos pela literatura e pelo boletim de anélise da Aguas de
Gaia, Empresa Municipal, S.A.. Para além disso, sdo comparados os organismos identificados com

outros estudos relacionados com a diversidade bacteriana em dguas potaveis.

No capitulo 5 sdo apresentadas as conclusdes desta Dissertacdo de Mestrado e o capitulo 6 faz
referéncia a avaliacdo do trabalho realizado, onde se encontram sugestdes de trabalhos futuros. Por

fim, sdo apresentados Apéndices (A a E) com informacio til para a realizacdo desta Dissertacao.
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2 Contexto e Estado da Arte

2.1 Tecnologia da industria de tintas e vernizes

De uma forma detalhada e de acordo com a norma portuguesa NP41, pode-se descrever uma
tinta como um produto de composi¢do pigmentada liquida, pastosa ou sélida que, quando aplicado a
um substrato, forma uma pelicula sélida, continua, corada e opaca, dotada de propriedades
protetoras, decorativas ou propriedades especificas (Nogueira, 2008). Uma tinta é basicamente um
verniz no qual foi adicionado um pigmento para proporcionar uma cor. Nesse sentido, a diferenca
entre tinta e verniz é que o verniz é sempre transparente, enquanto que, a tinta apresenta um “poder

de cobertura” (Homem, 2018).

Uma tinta e um verniz sdo constituidos por componentes que interagem fisica e quimicamente.
Desta forma, com base na norma portuguesa NP41, na Figura 2 estdo descritos os principais
componentes de uma tinta e de um verniz, divididos em duas partes: o extrato seco e o veiculo volatil

(Homem, 2018; Nogueira, 2008).

Veiculo
fixo
(1) . (2)
Pigmentos
Extrato — Veiculo fixo
Seco C Extrato <
argas
seco
Aditivos
Aditivos P—
pr— Solventes
Solventes ) X .
— Veiculo /1 gitivos
Veiculo " volatil
.1 f— Aditivos
volatil —
— Diluentes
Diluentes
—————————

Figura 2 - Componentes de (1) uma tinta; (2) um verniz (Homem, 2018; Nogueira, 2008).

Os pigmentos, que dao cor e opacidade as tintas, compreendem o material particulado sélido
(organico ou inorganico), com cores especificas, praticamente insoluveis no veiculo. Assim, a cor de
um pigmento € influenciada pela sua estrutura quimica (absor¢ao da luz), enquanto que a opacidade
é influenciada pelo indice de refragio (difracdo da luz). O diéxido de titanio é o pigmento branco

(inorganico) mais utilizado na industria das tintas (Homem, 2018; Nogueira, 2008).

As cargas sdo substancias que, sob a forma de particulas mais ao menos finas, apresentam um

baixo poder de cobertura e sdo insoluveis no veiculo. Podem contribuir ou ndo para a cor e sdo usadas
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como constituintes de tintas, com o fim de Ihes modificar determinadas propriedades, entre as quais:
preco, permeabilidade da pelicula, resisténcia quimica, brilho, sedimentacao, resisténcia a abrasao,
comportamento anticorrosivo e viscosidade. O carbonato de calcio, barita, talco e mica sdo exemplos

de cargas utilizadas na industria das tintas (Homem, 2018; Nogueira, 2008).

0 veiculo fixo ou ligante, que é a parte ndo volatil do veiculo, permite a formacdo da pelicula
solida, compreendendo as resinas e os polimeros (alto peso molecular e baixo peso molecular). A
parte mais importante do veiculo fixo de uma tinta é constituida pelos dleos e resinas que o compde.
Assim, as resinas sdo substancias organicas sélidas, semi-sélidas ou liquidas, amorfas, termoplasticas
ou termoendureciveis, mas condutoras da eletricidade, em geral insoliveis na 4gua, mas soliveis em
certos dissolventes organicos. Existem diversos tipos de resinas, tais como resinas acrilicas, resinas
alquidicas, resinas de poliuretano, resinas de silicone e resinas ep6xi (Homem, 2018; Nogueira,

2008).

Os solventes sdo liquidos volateis que, nas condi¢gdes normais de secagem, sdo capazes de
dissolver os veiculos fixos das tintas e vernizes. Desta forma, proporcionam a tinta uma melhor
estabilidade e um tempo de vida adequado. A agua é um exemplo de solvente, sendo

maioritariamente usado em tintas de base aquosa (Homem, 2018; Nogueira, 2008).

Os diluentes sdo liquidos volateis, parcial ou totalmente misciveis com o veiculo. Quando
adicionados a uma tinta ou verniz, garantem um nivel 6timo de fluidez durante a sua aplicacdo. Assim,
a adicdo de diluente na tinta para ajustar a viscosidade de aplicacdo é bastante importante para que
a tinta alcance as caracteristicas 6timas. O balango correto de solventes garante uma boa formacgao
de pelicula apés a aplicagdo da tinta. A utilizacdo de um diluente desadequado ou de quantidades
inadequadas, assim como, o desajuste na velocidade de evaporagdo do solvente (secagem fisica),

podem alterar completamente o comportamento do produto final (Homem, 2018; Nogueira, 2008).

Para além dos componentes das tintas e vernizes ja abordados, existem outras substancias
utilizadas nesta industria, em baixas percentagens, conhecidas por aditivos. Estas substancias
servem para alterar algumas propriedades da tinta ou verniz como, por exemplo, contribuirem para
facilitar o fabrico, melhorar a estabilidade da tinta na embalagem, facilitar a aplicacdo e resolver
defeitos que possam aparecer na pelicula de tinta. Os aditivos sdo classificados pela funcdo que
cumprem e ndo pela sua forma fisica ou composicdo quimica, uma vez que a sua funcdo é a tnica
caracteristica que realmente importa (Homem, 2018; Nogueira, 2008). Na Tabela 1 encontram-se

alguns exemplos e respetivas fung¢des de aditivos utilizados na producao de tintas e vernizes.
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Tabela 1 - Exemplos de aditivos utilizados na produgdo de tintas, com indicagcdo da sua respetiva fungdo

(Homem, 2018).

Funcao dos aditivos

Modo de agao dos aditivos

Exemplo

Agentes antiespuma

Reduzem a tensao superficial na vizinhanca das bolhas,
fundindo-as em bolhas maiores e menos estaveis que,
consequentemente, quebram.

Antiespumantes a
base de silicone.

Compostos organicos

Secantes Aumentam a velocidade de secagem da tinta. .
metalicos.
Polieletrdlitos
Dispersantes Otimizam a dispersdo dos pigmentos no veiculo fixo. soliveis em agua, sais
ou polifosfatos.
Convertem a radiacdo absorvida em calor, reduzindo a . .
Estabilizadores formacdo e pro (/:31 acdo de radicais livres, que sao HALS (hindered amine
(Absorvedores UV) ¢ p pagag N ,' d light stabilizers).
responsaveis pela degradacio do polimero.
.. Biocidas que destroem a parede bacteriana eliminando Isotiazolinonas (MIT,
Bactericidas -
as bactérias. BIT, CMIT).
Ftalato de butil
Plastificantes Aumentam a elasticidade do filme de tinta. .
benzilico (C19H2004).
Compostos a base de
Espessantes Aumentam a viscosidade da tinta. p
celulose.
. . . . ~ Derivado do acido
Anticorrosivos Conferem propriedades anticorrosao.

tanico.

Agentes anti-
sedimento

Evitam a sedimentag¢io dos pigmentos ap6s o
embalamento.

Estearato de
aluminio.

Agentes anti-pele

Previnem a formacao de uma pelicula na superficie da
tinta embalada (solidificagdo de 6leos e resinas

alquidicas), provocada por oxidagdo pelo oxigénio do ar.

Metil etil cetoxima.

De uma forma geral, as tintas sdo consideradas produtos potencialmente agressivos para a
sauide humana e para o meio ambiente, devido a libertagio de solventes organicos para a atmosfera
e/ou producdo de efluentes liquidos de base aquosa e de base solvente. Assim, nos ultimos anos, a
industria das tintas sentiu necessidade de enfrentar estas situa¢des através do desenvolvimento de
produtos com um menor conteddo em compostos agressivos para o ambiente, introdugio de novas
tecnologias (como tintas em p6 ou tintas com alto contelddo em sélidos), substituicdo de esquemas
de base solvente por sistemas aquosos e investimento em sistemas de tratamento de efluentes e
outros residuos. Por outro lado, os fabricantes de matérias-primas para a indudstria de tintas
desenvolveram novos produtos menos agressivos para o ambiente, tendo em conta a legislacao cada

vez mais restritiva (APT - Associagcdo Portuguesa de Tintas, n.d.). Para além disso, é ainda cada vez
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mais evidente a automatizacdo das operag¢des de fabrico (maior compatibilidade com superficies,
secagem mais rapida, maior durabilidade, maior compatibilidade com condi¢des atmosféricas

adversas e esquemas de pintura mais simples (n? de demaos)) (Nogueira, 2008).

2.2 Contaminacao das tintas decorativas e/ou seus componentes

As tintas sdo uma formula¢do complexa de diferentes componentes que lhes conferem
caracteristicas fisicas tais como cor, aderéncia e viscosidade. E importante compreender que alguns
componentes, referenciados no subcapitulo 2.1, podem servir de nutriente para os microrganismos,
permitindo o seu crescimento nas tintas (embaladas ou em superficies revestidas), uma vez que,
estes sdo capazes de crescer na presenca de um ambiente himido favoravel (Poulsen et al.,, 2018).
Desta forma, a contaminag¢do microbiana em tintas pode surgir a partir das matérias-primas ao longo
do proprio processo de producdo, ou ainda nas tintas ja embaladas (Obidi et al., 2009). Para além
disso, a deterioracdo das tintas decorativas, superficies revestidas e alguns substratos revestidos
pode também ser resultado de um ataque por subprodutos acidos produzidos pela atividade
microbiana (Associa¢do Portuguesa de Tintas, 2014). Na Tabela 2 estdo assinaladas algumas espécies

de bactérias e fungos, geralmente isoladas em estudos efetuados com amostras de tintas em lata.

Tabela 2 - Principais espécies isoladas a partir de amostras de tintas em lata (Nogueira, 2008; Obidi et al.,, 2009;

Poulsen et al, 2018).

Bactérias | Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Enterococcus, Citrobacter

Fungos Penicillium, Aspergillus, Pullularia, Alternaria

2.2.1 Tintas de base aquosa

A presente Dissertacdo centra-se na contaminag¢io de tintas de base aquosa, uma vez que a
fabrica da Barbot, situada em Canelas, se destaca pela producdo deste tipo de tintas. Algumas das
vantagens dos sistemas de base aquosa sdo o baixo conteido em solventes organicos, a boa
durabilidade, a secagem rapida, a boa retencao do brilho e da cor, a flexibilidade melhorada, a rapida
repintura, a maior permeabilidade ao vapor de dgua e o odor reduzido. Por outro lado, as tintas de
base aquosa sdo mais suscetiveis ao ataque e degradacdo por microrganismos devido ao seu solvente

maioritario (dgua), sendo necessaria uma protec¢do bacteriolégica (Nogueira, 2008).

Nogueira (2008) admite que praticamente todas as matérias-primas de natureza organica que
se utilizam no fabrico de tintas de base aquosa, podem constituir uma fonte de alimentacao para as
bactérias, uma vez que as bactérias produzem enzimas que transformam esses produtos organicos
em alimentos assimildveis por elas. Essas enzimas podem permanecer ativas até que sejam
completamente consumidas ou destruidas. Os compostos organicos presentes nas tintas também

constituem uma fonte de alimentagdo para os fungos e algas, assim, os esporos que sdo transportados
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pelas correntes de ar encontram um lugar ideal para crescerem quando se depositam na superficie

das tintas (Nogueira, 2008).

Os efeitos da degradacao bioldgica sdo em geral facilmente detetaveis, tais como mau odor,
perda de viscosidade, descoloracdo e algumas complicagdes menos visiveis como, por exemplo, a
fratura das cadeias moleculares dos polimeros, tornando as tintas mais vulneraveis ao ataque por
fungos e bolores (Nogueira, 2008). Esta deterioracdo microbiolégica, que proporciona uma ma
performance por parte das tintas, provoca perdas econémicas para os consumidores e, também, para

as industrias produtoras de tintas (Poulsen et al., 2018).

Tendo em conta o referido anteriormente, um estudo elaborado no ambito de outra
Disserta¢do de Mestrado confirmou a presenca de 7 espécies bacterianas - Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas putida, Cellulosimicrobium cellulans, Bacillus badius, Bacillus onubensis, Brevibacterium
celere e Staphylococus haemolyticus - em amostras distintas de tintas aquosas embaladas, produzidas

nas instalacdes da Barbot.

2.2.2 Adicao de biocidas na industria das tintas e vernizes

Atualmente, a preservagdo das tintas é conseguida no proprio processo de produgio, através
da adicdo de biocidas - substancias ativas e preparagdes que contém uma ou mais substancias ativas,
que se adicionam com o objetivo de inibir/matar os microrganismos responsaveis pela contaminacao
das tintas (Poulsen et al, 2018). No entanto, se ndo forem utilizados de forma responsavel, os
produtos biocidas podem por em risco a saide humana e o ambiente devido as suas propriedades
intrinsecas (Associa¢do Portuguesa de Tintas, 2014; Regulamento (UE) N.c 528/2012 de 22 de Maio
de 2012 Relativo a Disponibilizacdo No Mercado e a Utilizagdo de Produtos Biocidas, 2012).

Os biocidas sdo utilizados em tintas decorativas para fins especificos, tais como conservantes
para produtos durante o armazenamento, protecio de peliculas, protecio de substratos e, ainda,
pesticidas especiais. Desta forma, a sua utilizacdo adequada em tintas pode, por vezes, melhorar
significativamente o periodo de vida ttil da tinta na embalagem, a protecdo conferida ao substrato, o
tempo de vida do revestimento e, também, o ciclo de manutencao necessario (Associacdo Portuguesa

de Tintas, 2014).

A 1 de Setembro de 2013 entrou em vigor o Regulamento (UE) n.2 528/2012 do Parlamento
Europeu e do Conselho relativo a disponibilizacdo no mercado e a utilizacdo de produtos biocidas
(BPR), que visa simplificar a aprovacdo de substancias ativas e a autorizacdo de produtos biocidas,
sem comprometer a protecdo da saide humana e do ambiente (European Chemicals Agency, n.d.-a).
Assim sendo, todos os produtos biocidas requerem uma autorizacio antes de serem disponibilizados

no mercado e as substancias ativas contidas nesses produtos biocidas devem ser previamente
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aprovadas (Regulamento (UE) N.c 528/2012 de 22 de Maio de 2012 Relativo a Disponibilizacdo No
Mercado e a Utilizacao de Produtos Biocidas, 2012; Silva et al., 2020).

A Agéncia Europeia de Substancias Quimicas (ECHA) é responsavel pela publicacdo da lista de
substancias relevantes e dos respetivos fornecedores de substincias e produtos, em conformidade
com o artigo 95.c do Regulamento dos Produtos Biocidas. Assim, disponibiliza as suas propriedades
perigosas, a classificagdo e rotulagem, bem como informacdes sobre o modo de as utilizar de forma
segura. Desde 1 de setembro de 2015, um produto biocida ndo pode ser disponibilizado no mercado
da Unido Europeia, a menos que o fornecedor da substancia ou o fornecedor do produto esteja
incluido na lista do artigo 95.2 do tipo de produto ao qual o produto pertence (European Chemicals

Agency, n.d.-b).

Desta forma, diversas substancias ativas podem ser proibidas ou sujeitas a restri¢oes,
nomeadamente na sua concentracio por peso para diversos fins especificos. Importa salientar que o
objetivo devera ser sempre a utilizacdo da mais baixa concentracao eficaz do biocida. Em suma, ao
selecionar o biocida para tintas decorativas, deve-se ter em conta a legislacao, a eficacia do biocida, a
saude, a seguranca e a protecdo ambiental (Associagdo Portuguesa de Tintas, 2014). Na Tabela 1
apresentada anteriormente encontram-se os aditivos utilizados em tintas com atividade biocida,

como por exemplo, bactericidas.

Um efeito antimicrobiano pode ser definido como uma interagdo entre uma substancia ativa e
os alvos especificos da célula microbiana. Desta forma, os biocidas devem ser capazes de atingir os
sitios-alvo com uma concentracdo minima ativa. De uma forma geral, os processos envolvidos na agio
antimicrobiana oferecem transporte de um agente antimicrobiano para a superficie da célula,
adsorcdo, difusdo, penetracdo e interacdo no alvo. Esses processos ndo sdo instantaneos, por isso, o
tempo de morte correspondente pode depender dos agentes antimicrobianos usados. As diferencas
dependem do modo de agdo, bem como da constituicdo quimica e das propriedades fisico-quimicas

do biocida (Ribeiro et al., 2019).

0 grupo das isotiazolinonas (C3H3NOS) é um grupo de biocidas bastante utilizado no controlo
do crescimento microbiano. Na Figura 3 é possivel compreender a estrutura quimica de alguns
compostos incluidos neste grupo, tais como o MIT (metilisotiazolinona), o BIT (benzisotiazolinona)
e o0 CMIT (clorometilisotiazolinona) (Williams, 2007). Estes compostos sdo bastante utilizados no
tratamento de aguas industriais e, também, no setor das tintas, vernizes, adesivos, cosméticos e
produtos de higiene pessoal (Lundov et al.,, 2014; Silva et al., 2020). Neste sentido, o produto mais
utilizado para protecdo das tintas embaladas é a mistura de CMIT/MIT, na propor¢io de 3:1, que

apresenta um amplo espetro de acdo, pois atua contra bactérias, fungos e algas (Williams, 2007).
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Figura 3 - Estrutura quimica de (1) isotiazolinona (CsH3NOS), (2) MIT - metilisotiazolinona (C+HsNOS), (3) BIT -

benzisotiazolinona (C7HsNOS) e (4) CMIT - clorometilisotiazolinona (C4H4+CINOS) [ChemDraw®, adaptado de
(PubChem, n.d.-b)].

Estes compostos sdo descritos como capazes de se difundir através da membrana celular das
bactérias e da parede celular dos fungos (Silva et al., 2020). O mecanismo de ac¢do das isotiazolinonas,
como agentes eletrofilicos, baseia-se em duas etapas. Inicialmente, hd uma rapida inibicdo (minutos)
do crescimento e do metabolismo da célula e, posteriormente, um dano irreversivel da célula, o que
contribui para a inviabilidade e morte celular da mesma (horas) (Silva et al., 2020; Williams, 2007).
As células sdo inibidas pela interrupcdo das vias metabdlicas que envolvem as enzimas
desidrogenases. Estas enzimas que reagem com as isotiazolinonas estdo relacionadas com o Ciclo de
Krebs (a-cetoglutarato desidrogenase, succinato desidrogenase, por exemplo) e com a producao de
energia (NADH desidrogenase). As fungdes fisioldgicas que sdo rapidamente inibidas nos
microrganismos sdo o crescimento, a respiracdo celular (consumo de oxigénio) e a producdo de
energia (sintese de adenosina trifosfato). Muitas destas enzimas estdo presentes em microrganismos
aerdbios e anaerobios, o que explica o facto da mistura CMIT/MIT apresentar um alargado espetro
de acdo. Estudos relacionados com a difusdo dos biocidas nas células evidenciam que o CMIT é
rapidamente transportado para o interior da célula por um processo que requer energia, enquanto
que o MIT entra na célula de forma mais lenta, através de um tipico processo de difusdo (Williams,
2007). A morte da célula resulta da destruicdo de proteinas que contenham o grupo tiol e da

producdo de radicais livres (Silva et al., 2020; Williams, 2007).

As isotiazolinonas sdo todas volateis, por isso, Lundov et al. (2014) admite que a emissao de
isotiazolinonas, especialmente a partir das tintas, provoca reacdes graves de dermatite alérgica.
Dessa forma, na Unido Europeia, surgiram medidas para restringir o uso de alguns destes compostos
e foram aprovados critérios para a rotulagem e adverténcias nos produtos quimicos (Silva et al.,
2020). Na Tabela 3 estdo presentes as restricoes impostas, nomeadamente na concentragdo maxima
de biocida admitida em tintas disponiveis na Unido Europeia. Para além disso, a luz dos dados
toxicoldgicos mais recentes, espera-se que a Unido Europeia opte pela substituicdo dos biocidas mais

toxicos por outros com a mesma eficacia, mas com um perfil de seguranca superior (Silva et al., 2020).
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Tabela 3 - Concentragdo mdxima de biocida (CMIT/MIT; MIT) admitida em tintas disponiveis na Unido Europeia
(Silva et al., 2020).

Concentragao maxima de biocida admitida em tintas

CMIT/MIT <15 ppm
MIT <300 ppm

No caso especifico da Barbot, o stock de biocidas utilizado no seu processo de producao sofrera
alteracdes ao longo deste ano. Por forca da legislacdo a entrar em vigor por parte da ECHA, surge a
necessidade de recorrer a alternativas livres de MIT, uma vez que, os limites legais permitidos para
o principio ativo sdo muito baixos. Desta forma, a empresa pretende apostar nos seguintes biocidas:
CMIT/MIT (3:1) (1,4% matéria ativa); EDDM (etilenodioxi dimetanol) (14,2% matéria ativa) e
CMIT/MIT (3:1) (0,5% matéria ativa); BIT (12% matéria ativa). Importa realcar que a mistura
CMIT/MIT é quimicamente diferente do composto MIT, por isso, a presenca de MIT na mistura
CMIT/MIT considera-se muitas vezes como um residuo, sem relevancia, deixando este de constituir
um problema. A estrutura quimica do EDDM (etilenodioxi dimetanol), substancia utilizada na
desinfe¢do e preservacdo de produtos como liquidos em lata, por exemplo, encontra-se na Figura 4.
Importa realcar que esta substincia, utilizada no combate de bactérias, fungos e leveduras, é
prejudicial se for ingerida, causa lesdes oculares graves e irritacdo na pele (European Chemicals

Agency, n.d.-c).

o] (0] H
H/ ~ \/\o/\o/
Figura 4 - Estrutura quimica do EDDM - etilenodioxi dimetanol (C+H1004) [ChemDraw®, adaptado de (PubChem,
n.d.-a)].

2.2.3 Estabilidade das tintas / Reducao das contaminacgoes

Importa referir que a estabilidade da tinta enlatada depende de fatores como, por exemplo, o
grau de contaminag¢do das matérias-primas, o nivel de higiene da area fabril, a utilizacdo de um bom
biocida adicionado na quantidade adequada e o tempo decorrido entre a producdo e o enchimento.
Quando um destes fatores ndo se verifica, como no caso do uso de matérias-primas contaminadas, a
bioestabilidade do produto final fica bastante comprometida, uma vez que o biocida adicionado para
proteger a tinta e assegurar a sua estabilidade a longo prazo, serd imediatamente utilizado para
combater essa mesma contaminacdo. No caso de se adicionar uma maior quantidade de biocida, pode
provocar-se o aparecimento de formas mutantes dos microrganismos, que adquirem resisténcia a

substancia ativa usada (Nogueira, 2008).

As fontes mais importantes de contaminacdo numa fabrica sdo o ar, as matérias-primas, os

residuos que ficam nos equipamentos e as proprias pessoas. Assim sendo, é completamente
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impossivel eliminar todas as fontes de contaminagao numa fabrica. No entanto, ha boas praticas que
permitem manter a area fabril num melhor estado. Uma das técnicas frequentemente utilizadas
consiste em adicionar bactericida a 4gua de lavagem dos tanques (preferencialmente contruidos em
aco inox para facilitar a sua limpeza), fazendo-a circular através de todas as tubagens e equipamentos
utilizados na producdo das tintas. A limpeza do local de trabalho tem de fazer parte das rotinas
diarias/semanais de todos os colaboradores da empresa. As matérias-primas e os produtos
intermédios devem estar sempre tapados, no sentido de evitar a contaminacdo atmosférica. Para
além disso, a 4gua e outras matérias-primas devem ser, periodicamente, inspecionadas para se

verificar que ndo constituem uma fonte de contaminacao (Nogueira, 2008).

Os reservatorios de dguas representam o ponto da rede de abastecimento de dgua de uma
unidade de producdo de tintas onde existe um maior tempo de permanéncia, ou seja, apresentam
uma maior possibilidade de adquirir qualquer tipo de contaminacao. Logicamente, o risco de
contaminacdo aumenta quando os reservatérios de dgua ndo sdo sujeitos a limpeza e desinfecao
adequadas. Desta forma, é recomendavel realizar inspecdes regulares, bem como a higieniza¢io dos

reservatdrios (CENERTEC, 2018).

2.2.4 Microrganismos heterotroficos nas tintas

Muitos microrganismos que contaminam as tintas sdo designados por heterotroéficos, pois
utilizam compostos organicos como fonte de carbono para crescer e se multiplicarem (Poulsen et al,,
2018). O crescimento é um processo dindmico que requer energia e nutrientes para sintetizar os
componentes e garantir a manutencio celular. Dessa forma, sdo requeridos macroelementos ou
macronutrientes, tais como, carbono, oxigénio, hidrogénio, azoto, enxofre, fésforo, azoto, potassio,
calcio, magnésio e ferro. Para além destes, sio também requeridos microelementos ou
micronutrientes, igualmente necessarios para as células, mesmo que em quantidades muito
pequenas ou residuais, tais como, manganésio, zinco, cobalto, molibdénio e cobre (Ferreira et al,

2010).

Remover os macronutrientes, responsaveis pelo crescimento de todos os microrganismos,
limitaria o crescimento microbiano nas tintas. No entanto, esses elementos sdo os principais
constituintes da maioria dos compostos relevantes no setor da industria de tintas. O carbono,
hidrogénio e oxigénio fazem parte de muitos polimeros organicos, por exemplo, espessantes a base
de celulose e polimeros a base de acrilato. O azoto, juntamente com o enxofre, também é incluido em
polimeros como poliuretano e em biocidas, como BIT, MIT e CMIT. E também o fésforo é usado como

um agente quelante em algumas tintas (Poulsen et al., 2018).
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2.3 Agua darede de abastecimento de uma unidade de produgio

Antes da agua ser distribuida para consumo humano ou industrial, sdo varios os processos
necessarios para o tratamento da 4gua, realizados numa Estacdo de Tratamento de Aguas (ETA), tais
como: gradagem, decantacao, filtracdo, desidratacdo mecanica de lamas e, por fim, desinfecao através
da adicao de cloro para que a 4gua ndo seja contaminada durante o transporte (SIMDOURO, n.d.). No
caso particular da Barbot, situada em Canelas, a dgua que utiliza é proveniente da rede de

abastecimento - Aguas de Gaia, Empresa Municipal, S.A..

De acordo com o n.2 1 do artigo 6.2 do Dec. Lei n.2 306/2007, de 27 de agosto, alterado pelo
Dec. Lei n.2 92/2010, de 26 de julho e, posteriormente, alterado pelo Dec. Lei n.2 152/2017, de 7 de
dezembro, que estabelece o regime da qualidade da 4gua para consumo humano, a 4gua destinada
ao consumo humano deve respeitar os valores paramétricos das partes I, Il e IIl do anexo I do
presente Dec. Lei. Nesse sentido, tal como resulta do disposto no n.2 2 do artigo 8.2, compete as
entidades gestoras de sistemas de abastecimento garantir que a 4gua destinada ao consumo humano
seja salubre, limpa e desejavelmente equilibrada, designadamente que, ndo contenha nenhum
microrganismo, parasita ou substancia em quantidade ou concentragdo que possa constituir um
perigo potencial para a sadde humana (Diario Da Republica, 1.2 Série — N.0 164 — 27 de Agosto de

2007,2007).

Por via disso, deve-se verificar auséncia de contaminacdo fecal por 100 mL de 4gua, ou seja, o
valor paramétrico para as bactérias coliformes por 100 mL deve ser equivalente a zero. Para além
disso, tal como se mostra previsto na nota n.2 13 do Anexo I ao Dec. Lei n.2 152/2017, de 7 de
dezembro, ndo é desejavel que o ndmero de colénias por mL a 22 °C e a 36 °C seja superior a 100
e 20, respetivamente. Nao obstante, prevé ainda a nota n.2 15 do referido diploma legal que a
concentracdo de desinfetante residual na 4gua da torneira do consumidor se deva situar entre 0,2
e 0,6 mg.L-1 de cloro residual livre ou 0,1 e 0,4 mg.L-! de di6xido de cloro (ClO2), sendo que, segundo
anotan.2 16, o valor deve ser tio baixo quanto possivel sem comprometer a eficacia da desinfecdo e
deve apenas ser controlado quando ¢ utilizado o diéxido de cloro (Cl02) no processo de tratamento

da agua (Diario Da Republica, 1.2 Série — N.0c 235 — 7 de Dezembro de 2017, 2017).

2.3.1 Processos de desinfecdo da agua nos sistemas de abastecimento

O controlo do desenvolvimento dos microrganismos na agua para consumo humano ou
industrial pode ser efetuado por processos de esterilizacdo e desinfecdo. Por esterilizagcdo entende-
se a completa remogdo/destruicdo de todas as formas de vida (células vegetativas e formas de
dorméncia), quer patogénicas, quer ndo patogénicas. Por outro lado, a desinfecdo, ndo implica,

necessariamente, a remoc¢ao/destruicao de todas as formas vivas (Ferreira et al., 2010).
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Virios fatores, tais como, a concentragdo da populagdo microbiana, a temperatura, o periodo
do contacto com os microrganismos, a natureza do material a descontaminar (presenca de material
organico, pH, viscosidade, etc.) e as caracteristicas dos microrganismos presentes, condicionam a

eficacia dos agentes utilizados na esterilizacao ou desinfecdo (Ferreira et al., 2010).

De um modo geral, na presenca da maioria dos desinfetantes/esterilizantes, verifica-se
inicialmente uma acdo nas estruturas periféricas dos microrganismos. No caso da estrutura da
parede celular das bactérias Gram positivas, estas ndo apresentam uma membrana externa, mas sim
uma Unica camada espessa de peptidoglicano justaposta a membrana citoplasmatica. Assim, na
maioria dos casos, esta parede celular é permeavel a macromoléculas, permitindo a facil difusdo de

determinados agentes de desinfecdo (Ferreira et al., 2010).

Por outro lado, no caso das bactérias Gram negativas, a parede celular é bastante mais
complexa quanto a composicdo quimica e quanto a sua estrutura. Desta forma, apresenta uma
camada de peptidoglicano mais fina justaposta a membrana citoplasmatica e, também, uma
membrana externa onde é possivel encontrar lipopolissacarideos, lipoproteinas e porinas, que
auxiliam na resisténcia mecanica do involucro das bactérias Gram negativas, uma vez que cooperam
com o peptidoglicano. Assim, ao contrario do caso anterior, a parede celular das Gram negativas
compde uma barreira a penetracdo de compostos, sejam hidrofébicos ou hidréfilos (Ferreira et al.,
2010). Portanto, as bactérias Gram negativas sdo relativamente menos vulneraveis a agentes

desinfetantes do que as bactérias Gram positivas, uma vez que a sua parede celular representa uma

barreira maior a entrada de agentes externos (Ribeiro et al., 2019).

Os sistemas de abastecimento de 4gua de uma unidade de produgao de tintas representam um
papel bastante preocupante, no que diz respeito a fenémenos de contaminacdo. Nesse sentido, a
empresa apresenta varios sistemas de desinfecdo de dgua, cujo esquema da instalacdo se encontra,
detalhadamente, explicado no capitulo Materiais e Métodos, de forma a evitar o crescimento
microbioldgico na agua necessaria para a producdo de tintas decorativas. A partir do subcapitulo 2.4
pretende-se fazer um estudo mais pormenorizado nos processos de desinfe¢do com adi¢ao de cloro
e com recurso a radiagdo ultravioleta (UV), uma vez que sdo os processos adotados, atualmente, na

empresa Barbot.

Biofilmes na rede de abastecimento de dgua

A colonizacdo de uma superficie por bactérias é considerado um processo dinamico, desde a
primeira adesdo superficial de uma célula bacteriana, com posterior formag¢do de microcolénias, até
a formacdo de macrocoldnias, que constituem um biofilme maduro (Yao & Habimana, 2019). Na fase
final, o biofilme atinge um estado pseudo-estavel, onde o crescimento e a separacdo das células atinge
um equilibrio (Li et al., 2017). Biofouling é o termo usado para definir as camadas biolégicas nao

desejaveis que se aderem nas superficies (Zea et al., 2020).
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Os biofilmes sdo constituidos por microrganismos embebidos em matrizes poliméricas
produzidas/secretadas por eles préprios, designadas por substancias poliméricas extracelulares
(EPSs). Estas matrizes poliméricas, que sdo constituidas principalmente por polissacarideos,
proteinas, glicoproteinas, glicolipidos e 4cidos nucleicos, funcionam como uma barreira protetora de
difusdo e uma base de nutrientes para proteger e facilitar o crescimento bacteriano. Com a formagao
de biofilmes, os microrganismos encontram-se protegidos em situacdes de stress, tais como, por
exemplo, stress mecanico, exposi¢do a biocidas quimicos ou exposi¢do a radiacdo UV (Ribeiro et al.,

2019; Yao & Habimana, 2019; Zea et al., 2020).

As caracteristicas dos biofilmes dependem de uma multiplicidade de fatores, tais como,
numero e diversidade das espécies presentes na agua, concentragio e natureza da matéria organica
assimilavel, composicdo e rugosidade da superficie de suporte, grau de corrosao, pH, temperatura,
velocidade e turbuléncia, existéncia de zonas mortas, agente desinfetante utilizado, etc. (CENERTEC,

2018; CEQA, 2009).

Assim, em diferentes industrias e mesmo em diferentes dreas da mesma, a natureza dos
microrganismos presentes nos biofilmes pode variar, embora a populacdo microbiana possa ser
constituida por bactérias, fungos, algas, leveduras e até protozoarios. Em ambientes industriais
surgem bactérias de crescimento rapido, como Pseudomonas, Aerobacter, Alcaligenes, Proteus,
Arthrobacter, Bacillus e outros. Os fungos presentes nos biofilmes sdo, geralmente, Aspergillus,

Cephalosporium e Penicillium (CENERTEC, 2018).

2.3.2 Controlo da incrustacao bioldgica

A tendéncia atual ¢ a utilizacao de biocidas como resposta a presenca de biofilmes (Zea et al.,
2020). No entanto, os biofilmes possuem mecanismos de resisténcia a acao dos biocidas, uma vez que
condicionam a sua difusdo para o seu interior. Desta forma, admite-se que a resisténcia ao biocida é
100 vezes superior quando o microrganismo ndo estd em suspensdo, mas sim protegido por um
biofilme (Li et al.,, 2017; Ribeiro et al., 2019). Por isso, os biofilmes apresentam-se naturalmente mais
bem preparados que os microrganismos em suspensdo para sobreviver a tensdes provocadas pelo

meio externo, tais como, temperaturas extremas, pH ou poluicdo (Yao & Habimana, 2019).

Além dos fatores ambientais, a resisténcia de um microrganismo ao biocida pode ser
intrinseca, ou seja, uma propriedade natural do microrganismo, ou pode ser uma resisténcia
adquirida por mutagdo pontual ou aquisicdo de DNA exé6geno (Ribeiro et al., 2019). Desta forma, os
biocidas devem entdo ser, periodicamente, substituidos por outros que atuem por um mecanismo

diferente (CENERTEC, 2018).
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2.4 Cloro livre e cloro combinado

0 uso de cloro na desinfecdo de sistemas de distribuicdo de dgua, para consumo humano ou
industrial, comecou desde o comeco do século passado e, ainda hoje, é um dos métodos de desinfecao

mais utilizados em todo o mundo (Wang et al,, 2019).

As suas diversas vantagens, tais como, a elevada capacidade de desinfe¢do (controlo
microbiano devido a sua eficicia contra diversas espécies de microrganismos, com consequente
controlo do biofouling), controlo de sabor, odor e elimina¢ao de micropoluentes (através da oxidagao
das moléculas presentes na 4gua), e o baixo investimento/custo de operacdo contribuem para o facto
do cloro ser o oxidante quimico mais utilizado na desinfecdo de sistemas de distribuicdo de agua
(Deborde & Gunten, 2008; Padhi et al., 2019; Wang et al., 2019). Para além disso, ao contrario de
outros métodos de desinfecdo utilizados em aguas para consumo humano e industrial, este método
mostra-se vantajoso, pelo facto de possibilitar uma determinada concentracdo residual de cloro,
prevenindo uma possivel recontaminacdo nos sistemas de distribuicdo de agua mais longos (Padhi

etal.,, 2019; Ray & Jain, 2014).

No entanto, através dos diversos estudos efetuados ao longo dos ultimos anos, averiguou-se
que algumas espécies de microrganismos, mesmo depois de se efetuar uma desinfe¢do com grandes
concentragdes de cloro, conseguem sobreviver nos sistemas de distribuicdo de agua, evidenciando
resisténcia ao referido processo de desinfecio (Wang et al, 2019). Adicionalmente, sob
determinadas circunstancias, este oxidante pode induzir a formagao de subprodutos da desinfec¢io
prejudiciais (DBPs) ou até mesmo a transformacdo de produtos, devido a sua reatividade com os
componentes da dgua ou micropoluentes, como sera explicado posteriormente (Deborde & Gunten,
2008). Assim, a porgdo de cloro consumida pelos constituintes quimicos e bioldgicos presentes nas
aguas, pode prejudicar a garantia de uma concentragdo de cloro residual adequada e uniforme ao
longo do tempo. Em suma, as propriedades fisico-quimicas da agua, como a temperatura, o pH e a
matéria organica, por exemplo, tém um impacto bastante importante na concentracdo necessaria de

cloro (Padhi et al,, 2019).

Atualmente, sdo diversos os produtos a base de cloro eficazes no processo de desinfecao,
disponiveis no mercado, tais como: cloro gasoso (Cl;), solucdo de hipoclorito (por exemplo,
hipoclorito de s6dio - NaOCI - ou hipoclorito de calcio - Ca(0Cl)2), diéxido de cloro (Cl02) e outros
compostos de cloro na forma liquida ou sélida (CEQA, 2009; Deborde & Gunten, 2008; Ersoy et al.,
2019). O hipoclorito de sédio (NaOCl), que é bastante eficaz no processo de desinfecdo contra
diversos microrganismos, pode ser fornecido na forma liquida, que contém aproximadamente 13%
de cloro ativo. O hipoclorito de calcio (Ca(OCl)2), pode ser fornecido na forma de granulado ou em
pequenas tabletes que contém aproximadamente 65% de cloro ativo (CEQA, 2009). O gas diéxido de

cloro (Cl02), que inclui oxigénio e cloro como agentes oxidantes, é altamente eficaz contra bactérias,
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virus, fungos e, por vezes, até esporos (Ersoy et al, 2019). O cloro gasoso (Cl;) é o composto
desinfetante mais comum no tratamento de 4gua devido ao seu baixo custo e durabilidade (Liu et al,,

2019).

De uma forma geral, o espetro de acao do cloro e das espécies formadas através da adi¢do de

cloro ao meio aquoso inclui as bactérias, virus e fungos (Ding et al., 2019; Ferreira et al., 2010).

2.4.1 Reacgodes no processo de cloracao

Nesta seccdo apresentam-se as reagdes que ocorrem num processo de cloragdo com cloro

gasoso (Clz), hipoclorito de s6dio (NaOCl), hipoclorito de calcio (Ca(OCl);) e diéxido de cloro (CIO2).

0 cloro gasoso (Clz) hidrolisa na 4gua de acordo com a reagdo [1]. O acido hipocloroso (HOCI),
resultante da reagdo [1], é um &cido fraco (pKuoa = 7,5 a 25 °C (Wang et al., 2019)) que se dissocia
em solucdo aquosa, tal como se pode verificar na reacdo [2]. Importa referir que a sua dissociacao

rapida no ido hipoclorito (OCl-) depende do pH da dgua (Deborde & Gunten, 2008).

Cl; + H20 > HOCl + H* + CI- [1]
HOCI = H++ OCl- [2]

Desta forma, o acido hipocloroso (HOCI) e o ido hipoclorito (OCl-) sdo as principais espécies de
cloro livre presentes numa agua com um pH entre 6 e 9 (Wang et al., 2019). Como se pode verificar
na Figura 5, estas espécies de cloro livre distribuem-se de forma diferente, dependendo da
temperatura e do pH da 4gua (Deborde & Gunten, 2008; Ferreira et al.,, 2010). Em geral, Meyer (1994)
admite que a reatividade do cloro diminui com o aumento do pH e a velocidade da reacao aumenta

com o aumento da temperatura.

100
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Figura 5 - Distribuigdo relativa na dgua das principais espécies de cloro (Clz, HOCI, OCl), em fungdo do pH, a 25
°C, na presenga de 5x10-3 M de cloro [adaptado de (Deborde & Gunten, 2008)].

Através da andlise da Figura 5 é possivel assumir que a concentracao de cada uma das espécies
varia de forma nao linear de acordo com o pH e, nestas condicdes, é evidente que a hidroélise do cloro

gasoso (Cl;) é mais completa com o pH superior a 4 (Deborde & Gunten, 2008; Wang et al., 2019).
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Assim, a pH 5,8, o acido hipocloroso (HCIO) corresponde a 98,2% do cloro livre, a pH 7,4, o HCIO
corresponde a 57,2% do cloro livre e a pH 8,4, o HCIO corresponde a 17,5% do cloro livre.
Geralmente, o acido hipocloroso (HCIO) tem um maior poder bactericida do que o ido hipoclorito
(OCI) (Wang et al., 2019). Por isso, a acdo do biocida é 6tima para pH entre 4 a 7 e decresce quando
asolucdo se encontra alcalina, uma vez que, se verifica a dissociacdo de acido hipocloroso (HOCI) com

maior producdo de ido hipoclorito (OCl) (Ferreira et al., 2010).

Durante o processo de cloragdo em aguas que contém espécies de amdnia (NHz e NH4*), 0 &cido
hipocloroso (HOCI) reage com o NH3, uma vez que a reatividade do cloro com o NH4* é praticamente
insignificante. Desta forma, esta oxidagdo resulta em reacdes sucessivas que induzem a formacgao de
cloraminas (monocloraminas (NH:Cl), dicloraminas (NHCI;) e tricloraminas (NClz)), tal como se pode
verificar nas reacgdes [3], [4] e [5] (Deborde & Gunten, 2008). As cloraminas sdo menos reativas que
o cloro livre (Ackerson et al., 2018). A formacao dos trés tipos de cloraminas, cujo poder desinfetante
varia entre si (dicloraminas > monocloraminas), depende da relacdo cloro/azoto, do pH, da

temperatura e do tempo de reagido (Meyer, 1994).

NH; + HOCl = NH.Cl + H,0 [3]
NH.Cl + HOCl & NHC, + H,0 [4]

Em contraste com o cloro livre (Cl;, HOCI, OCl'), as cloraminas (NH2Cl, NHCl, NCl3) representam
o cloro combinado (Deborde & Gunten, 2008). O cloro combinado tem propriedades oxidativas, tal
como o cloro livre. Portanto, durante o processo de cloracdo, na presenca de NHs, a formagio de
cloraminas é importante para otimizar a desinfecio e minimizar a formacdo indesejada de
subprodutos da desinfecao (DBPs) (Deborde & Gunten, 2008). No entanto, o cloro combinado tem

uma acao antimicrobiana mais baixa do que o cloro livre (Jo et al., 2018).

As cloraminas tém sido utilizadas como desinfetante primario quando a cloracdo de
determinada agua contém altas concentracdes de matéria organica ou outros precursores que
provoquem a excessiva formacao de subprodutos da desinfecdo (DBPs) (Ackerson et al., 2018). Por
outro lado, ha um aumento do interesse da utilizacdo de cloraminas como desinfetante secundario
para manter uma concentracdo residual de desinfetante nos sistemas de distribuicido de aguas (Hua
& Reckhow, 2007). Desta forma, muitas vezes, o cloro livre é utilizado nos primeiros passos de
tratamento da agua, antes da adicdo da amédnia. Depois, quando a agua esta disponivel para ser
encaminhada para o restante sistema de distribuicdo, adiciona-se amdénia pura para converter o
residuo de cloro livre em cloraminas, prevenindo assim a recontaminagao das dguas (Ackerson et al.,
2018). Sem este ajuste final, o cloro livre continuaria a produzir compostos prejudiciais, tais como os
trihalometanos (THMs), e o sistema de distribui¢cdo de agua ficaria sem acdo desinfetante ao fim de

algumas horas de tratamento.
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No caso de o cloro ser aplicado sob as formas de hipoclorito de s6dio (NaOCl) e hipoclorito de
calcio (Ca(OCl)2), em contacto com a dgua estes compostos ionizam-se, como evidenciam as reac¢des

[6] e [7], respetivamente (Meyer, 1994).

NaOCl + H,0 = Na+* + OCl- + H0 [6]
Ca(0OCl)z + H2.0 - Ca2+ + 2 OCI-+ H20 [7]1

No caso da utilizagdo de diéxido de cloro (C102) no processo de desinfecdo da 4gua, sendo este
um poderoso desinfetante com um amplo espetro de ac¢do, verifica-se a formacao de clorito (ClO2) e
clorato (Cl03) como principais subprodutos, constituindo, aproximadamente, 70% dos subprodutos

totais (Ofori et al., 2018). Em solucao aquosa, podem surgir as reacdes [8] e [9] (Ofori et al., 2018):

ClOz + e > ClOz” [8]
ZClOZ + 20H 9 ClOz_ + C103_ + Hzo [9]

0 diéxido de cloro (ClO2) ndo hidrolisa em solugdo aquosa, mas permanece como um gas
dissolvido ndo dissociado com, aproximadamente, a mesma reatividade entre pH de 2 e 10. As
maiores vantagens do uso de diéxido de cloro (ClO2) na desinfecdo de sistemas de tratamento de
aguasincluem a sua ampla eficacia numa alargada gama de pH, a sua estabilidade mesmo na presenca
de matéria organica, a menor formacao de subprodutos da desinfecdo (DBPs) e a sua eficacia mesmo
com baixas concentragdes de desinfetante (He et al., 2019; Ofori et al., 2018; Zea et al., 2020). Uma
vez que o gas ClO; pode ser explosivo, devem ser consideradas as devidas precaucdes de seguranga

ao aplicar o diéxido de cloro (ClO2) no controle microbiano de aguas (Zea et al., 2020).

2.4.2 Mecanismo da desinfecao

Existem dois passos distintos de desinfe¢do com cloro: o pré-tratamento (para induzir uma
desinfecdo primaria no inicio do processo de tratamento) e o pds-tratamento (para garantir uma
determinada concentragdo residual de desinfetante no sistema de distribuicdo de dgua). Apesar da
baixa atividade em microrganismos na presenca de biofilmes, pelos motivos ja explicados no
subcapitulo 2.3.2, sabe-se que o cloro consegue garantir elevados niveis de desinfecdo na agua.
Quando adicionado no final do processo de tratamento, ou seja, antes da 4gua ser encaminhada para
o sistema de distribuicdo (pos-tratamento), o cloro limita o crescimento de microrganismos

heterotréficos (Deborde & Gunten, 2008).

De uma forma geral, a inativacdo dos microrganismos, através da utilizacdo dos desinfetantes
anteriormente mencionados, verifica-se através da disrupcao da integridade da membrana celular,
desequilibrio da concentracdo de ides e, ainda, através de danos nos materiais celulares, tais como

DNA, proteinas e moléculas lipidicas, provocando a morte celular (Ersoy et al., 2019; Liu et al., 2019).
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As diferencas na eficacia de inativagdo relacionam-se com a espécie de cloro livre com maior
poder bactericida presente em solu¢do aquosa e com a carga da superficie bacteriana. No caso do
acido hipocloroso (HOCI), que é uma molécula neutra resultante da hidrélise de cloro gasoso na agua,
este consegue rapidamente entrar na superficie das células bacterianas carregadas negativamente e
causar a desnaturac¢do da suas proteinas intracelulares (Wang et al, 2019). O 4cido hipocloroso
(HOCI) apresenta uma eficacia de desinfecdo superior, em relacdo a outras espécies de cloro, devido
a sua forte capacidade de oxidacdo, ao tamanho pequeno da sua molécula e neutralidade elétrica,
permitindo uma rapida penetracdo nas células (Meyer, 1994). Por outro lado, quando o valor de pH
aumenta de 5,8 para 8,4, a proporc¢ao de ido hipoclorito (OCI-) no cloro livre aumenta e a carga
negativa na superficie das bactérias também aumenta, o que causa a repulsdo entre o cloro e as

bactérias, diminuindo a eficacia do processo de desinfecdo (Wang et al.,, 2019).

2.4.3 Formacao de subprodutos da desinfecao

De forma semelhante ao que acontece com outros processos de desinfecido, a cloragido
apresenta desvantagens, apesar do seu amplo espetro de acdo e de proporcionar uma melhoria da

qualidade da agua (Deborde & Gunten, 2008).

As diferentes formas de cloro (Clz, HOCI, OCl-), inerentes ao processo de desinfe¢do com cloro,
evidenciam diferencas na sua reatividade com os microrganismos e micropoluentes. Entre as
diferentes espécies de cloro, presentes em solu¢do aquosa, o acido hipocloroso é a principal forma
reativa durante o processo de tratamento de dgua, como ja foi explicado anteriormente. As outras
espécies estdo geralmente presentes em concentra¢des que sdo tdo baixas ou insuficientemente
reativas para serem significantes. Sendo um oxidante quimico, o cloro consegue transformar varios
micropoluentes organicos e inorganicos que se encontram presentes na agua, tais como Fe (II), As
(IIT), NOz;, pesticidas ou medicamentos (Deborde & Gunten, 2008). Assim, para a maioria das reacoes
de cloracdo, verifica-se a reacdo elementar, presente nas reagdes [10], [11] e [12], onde B representa

um composto organico ou inorganico (Deborde & Gunten, 2008).

HOCI + B = Produtos [10]
H* + HOCI + B = Produtos [11]
Cl; + B = Produtos [12]

No caso de compostos inorganicos, verifica-se uma rapida transforma¢io de amonia,
halogéneos (Br- e I-), SO3%, CN-, NO2-, As (III) e Fe (II) pelo acido hipocloroso. A reatividade do cloro,
usualmente, resulta de um ataque eletrofilico inicial do acido hipocloroso com os compostos

inorganicos (Deborde & Gunten, 2008).

Relativamente a reagdo do cloro com compostos organicos, sdo reportadas na literatura

reacoes de oxidacdo, adicdo e substituicdo eletrofilica do cloro com os compostos organicos. As
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reacdes de oxidacdo e adicdo sdo lentas e apenas os ataques eletrofilicos sdo, suficientemente,
rapidos para serem significativos. Consequentemente, o cloro é altamente seletivo em relacao aos
compostos organicos e a sua reatividade é limitada a locais especificos (como grupos funcionais de

amina e enxofre e sistemas aromaticos ativos) (Deborde & Gunten, 2008).

O cloro interage com a matéria organica dissolvida, originando subprodutos da desinfecao
(DBPs), entre os quais se destacam os trihalometanos (THMs) e os acidos haloacéticos (HAAs), que
podem representar um risco para a saude humana (compostos poluentes e cancerigenos) (Chen et
al.,, 2020; Deborde & Gunten, 2008). Atualmente, entre os subprodutos da desinfecdo identificados,
os compostos de iodo e de bromo sdo os mais téxicos (Deborde & Gunten, 2008). A formacio de
subprodutos da desinfecdo (DBPs) depende de varios fatores, incluindo temperatura, pH, tempo de
contato, cloro residual e matéria organica. Os trihalometanos (THMs) sao considerados os compostos
mais dominantes no processo de cloracao (Padhi et al., 2019). Assim, quanto maior for a dosagem de
cloro, maior serd a probabilidade de formacdo dos trihalometanos (THMs), sendo que o cloro
combinado tem menor poder de formagio de trihalometanos (THMs) do que o cloro livre (Meyer,

1994).

Na Figura 6 estdo presentes alguns exemplos de trihalometanos (THMs), que sdo compostos
formados por um atomo de carbono, um de hidrogénio e trés de halogénio (cloro, bromo, iodo), tais
como o triclorometano (CHCI3), mais conhecido por clorofé6rmio, e o bromodiclorometano (CHBrCl;)

(Padhi et al., 2019).

cl cl o] Br
(1) (2)

Cl Cl

Figura 6 - Exemplos de trihalometanos (THMs): (1) triclorometano (cloroférmio) e (2) bromodiclorometano

(ChemDraw®, adaptado de PubChem).

Assim sendo, quando o agente desinfetante é um oxidante, a presenca de material organico e
outros compostos oxidaveis ird consumir grande parte da quantidade de desinfetante necessaria
para eliminar/inativar os organismos, diminuindo a eficacia do processo de desinfecdo (Jo et al,
2018). Esta desvantagem, assim como o aparecimento de microrganismos resistentes ao cloro, tem
contribuido para o facto de se procurar, cada vez mais, alternativas para a desinfecdo de
reservatérios de abastecimento de dgua (Chen et al., 2020; Ding et al., 2019). Nao seria aconselhado
o recurso a doses superiores de cloro, no sentido de evitar o aparecimento de microrganismos
resistentes ao cloro, uma vez que, isso aumentaria a formacdo de subprodutos da desinfecdo

indesejados (DBPs) (Dimapilis et al., 2018).
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2.5 Radiacao ultravioleta (UV)

Em 2000, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou a desinfecdo com recurso a radiacao
ultravioleta (UV) como um método efetivo, que consegue inativar a replicacio de organismos
patogénicos e deteriorar os microrganismos, seja em comida, 4gua ou até bebidas (Li et al., 2019).
Assim sendo, nos ultimos anos, comecgou a ser utilizada a radiacdo UV no ambito dos processos de
desinfe¢do dos sistemas de abastecimento de 4gua (Chen et al., 2020; Li et al., 2019; Yang et al., 2020;
Zouetal, 2019).

A desinfecdo por radiagdo UV é muito mais conveniente e segura, apresenta uma eficacia contra
um amplo espetro de microrganismos e, para além disso, ndo produz subprodutos da desinfe¢io
(DBPs), ao contrario da cloragdo abordada anteriormente (Chen et al., 2020; Li et al.,, 2019; Yang et
al.,2020; Zou et al., 2019). Adicionalmente, ndo apresenta efeito residual capaz de prejudicar os seres
humanos, meio ambiente ou vida aquatica, ndo altera o pH/odor/sabor ou qualquer propriedade
fisico-quimica da agua, é um processo de tratamento imediato (ndo necessita de tanques de
acumulacdo ou longos periodos de retencdo) e, também, apresenta simplicidade/facilidade de
operacdo e manutencdo (Alquimica, n.d.; Ray & Jain, 2014). Desta forma, este método tem sido
bastante utilizado para substituir os aditivos quimicos na desinfe¢do de sistemas de abastecimento
de agua, uma vez que é eficaz contra microrganismos resistentes ao cloro (Chen et al., 2020; Li et al,,

2019; Yang et al., 2020; Zou et al., 2019).

No entanto, este método também apresenta desvantagens, uma vez que, depende de uma fonte
de energia constante e, também, nido protege o sistema de distribuicdo de d4gua de uma possivel
recontaminacdo, porque ndo garante qualquer poder de desinfe¢do residual apds o tratamento
(Dimabpilis et al., 2018; Ray & Jain, 2014). Para além disso, este é um método de desinfecao afetado
por parametros da qualidade da 4gua, tais como, a turbidez, a coloracao e a concentracdo/tamanho

dos sdlidos suspensos na agua (Zhou et al., 2016).

Aradiacao ndo ionizante, ultravioleta, compreende a radiacdo UVC (200 nm <A < 280 nm), UVB
(280 nm < A < 315 nm) e UVA (315 nm < A < 400 nm) (Li et al,, 2019). A acdo microbicida das
radiacdes UV, compreendida entre 200 nm e 280 nm, é devida a sua absorg¢ido por diferentes
componentes celulares, sendo os alvos principais os acidos nucleicos (Ferreira et al., 2010). A
radiacdo UV que tem maior acdo germicida letal para bactérias, virus, fungos, algas e leveduras, tem

Aarondar os 254 nm, porque é a mais efetivamente absorvida pelo DNA (Ferreira et al., 2010).

Apesar da maxima absorg¢ao UV pelo DNA dos microrganismos rondar os 254 nm, o A do pico
de absorcdo apresenta-se dependente do organismo alvo. Desta forma, existem diferentes
sensibilidades a radiacdo UV que dependem do material genético dos microrganismos. Apenas a

exploracdo de cada uma das espécies determinaria o A 6timo de desinfecdo para cada uma das
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espécies. Para além disso, os fatores que influenciam os rendimentos de inativacao sdo a densidade

bacteriana, o pH, o tempo de exposicao a radiacdo UV e o A (Lietal.,, 2019).

A radiacdo UV pode ser gerada, convencionalmente, por lampadas de mercurio, que incluem
as lampadas de mercurio de baixa pressdo (LP) pois emitem numa regido monocromatica (254 nm)
e as lampadas de mercurio de média pressdao (MP) pois emitem num espetro policromatico, com
varios A (Li et al., 2019; Yang et al., 2020). De acordo com estas fontes de UV tradicionais, o vidro
confere-lhes alguma fragilidade (Li et al., 2019) e diversos problemas ambientais podem surgir caso
estas ndo sejam descartadas corretamente, uma vez que as lampadas UV contém merctrio toxico (Li
et al., 2019; Zou et al., 2019). Para além disso, a eficiéncia das lampadas é limitada (normalmente,

inferior a 35%) e a sua duracdo é reduzida (cerca de 10 000 horas) (Zou et al., 2019).

Desta forma, Zou et al. (2019) e Li et al (2019) admitem que os diodos de luz UV-LEDs
constituem uma solucdo “friendly” para os problemas abordados, anteriormente, uma vez que nao
incluem merctrio, apresentam um menor consumo energético, uma funcionalidade “on/off” e uma
maior durabilidade. De facto, Song et al. (2016), citado por Zou et al. (2019), estimam que os diodos
de luz UV-LEDs alcancem as 100 000 horas, num futuro préximo. Para além disso, quando se
pretende utilizar radiacio pulsada, Zou et al. (2019) garante que os diodos de luz UV-LED sido uma
alternativa interessante, uma vez que estes podem ser ligados e desligados, com uma frequéncia alta
e ajustavel. A maioria das aplicacdes de UV-LEDs como método de desinfe¢do estdo ainda na fase de
pesquisa e desenvolvimento (I&D). No entanto, a utilizacao de UV-LEDs na desinfecdo de sistemas de
abastecimento de dgua tem sido alvo de atenc¢do, uma vez que os estudos mais recentes evidenciam

a necessidade de, no futuro, promover a padroniza¢io e normalizacdo deste método (Li et al., 2019).

2.5.1 Mecanismo da desinfecao

Tal como se pode visualizar na Figura 7, as lesdes mais comuns nos acidos nucleicos, induzidas
pela radiacdo UV, sdo os ciclobutanos de pirimidina (CPDs) e os fotoprodutos (6-4)-pirimidina-
pirimidona [(6-4)PPs] (Chen et al., 2020; Li et al., 2019; Santos, 2010). A presenga destas lesoes é
responsavel por danos na estrutura de DNA que, inevitavelmente, interferem com os mecanismos e
viabilidade das células. Desta forma, a normal replicagdo e transcri¢do do DNA fica inibida, resultando

na inativacdo dos microrganismos (Nyangaresi et al., 2018).

A formagéo de ciclobutanos de pirimidina (CPDs) ocorre quando bases pirimidinicas (citosina,
timina, uracilo) adjacentes absorvem a energia da radiacao UV, formando um anel ciclobutano,
através da ligacdo covalente entre os &tomos de carbono C5 e C6 de ambas as bases nitrogenadas. No
caso dos fotoprodutos (6-4)-pirimidina-pirimidona [(6-4)PPs] também se verifica uma ligacao
covalente entre pirimidinas da mesma hélice, envolvendo os carbonos C6 e C4 das pirimidinas 5’ e

3’, respetivamente (Santos, 2010; Zea et al., 2020).
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Figura 7 - Lesdes causadas pela radiagdo UV no DNA: CHy
formagdo de CPDs e de 6-4PPs [ChemDraw®, adaptado de Fotoprodutos (6-4)-pirimidina-
(Li et al, 2019; Santos, 2010)]. pirimidina (6-4PPSs)

A desinfecdo com radiacdo UV para além das lesdes que provoca no DNA, afeta também as
membranas e outros materiais celulares presentes nos microrganismos (Chen et al., 2020; Liu et al.,
2019; Zea et al.,, 2020). Tendo em conta a estrutura e composicdo quimica das bactérias Gram
positivas, explicada anteriormente no subcapitulo 2.3.1, Chen et al. (2020) afirma que o
peptidoglicano, como camada mais externa, é a camada primeiramente exposta a fotdes de alta
energia e, portanto, deformada. Relativamente as bactérias Gram negativas, que apresentam uma
estrutura completamente diferente, quando expostas a mesma radiacio UV, sofrem danos,
principalmente, nas regides dos lipopolissacarideos, sendo neste caso a camada de peptidoglicano
menos afetada pela exposicdo UV. Assim sendo, as bactérias Gram negativas apresentam algumas
vantagens em comparac¢do com as bactérias Gram positivas, porque conseguem, apds exposicdo UV,

manter a sua forma e morfologia (Chen et al., 2020).

2.5.2 Cinética da desinfe¢do com radiag¢ao UV

A inativacdo microbiana depende, principalmente, da dose UV efetiva. Assim, a energia
radiante absorvida pelo microrganismo é denominada por dose UV efetiva ou germicida. Na equagdo
13 esta presente a formula para calcular a dose UV efetiva. Assim, a intensidade da radiacao UV é

expressa em fluxo (W.m2) e a dose UV é expressa em exposicao radiante (J.m2) (Ray & Jain, 2014).
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Dose UV efetiva (J.m™2) = Intensidade da radiagdo (W.m™2) X Tempo de exposi¢do (s)  [13]

Arelacdo linear entre a dose UV aplicada e o logaritmo da inativagdo é utilizada para descrever
o modelo de desinfecdo com UV. Na equacdo 14 evidencia-se a formula do Modelo de Primeira -

Ordem de Chick-Watson (Li et al., 2019).

Log (No/N) = k x dose UV [14]

Onde Ny e N corresponde ao nimero de unidades formadoras de colénias por mililitro
(UFC/mL), antes e apds exposicdo UV, respetivamente; k corresponde a taxa de inativagdo (cm2.m]-
1); e, por fim, a dose UV corresponde a intensidade da radiacdo a um determinado A (m].cm-2) (Li et
al., 2019).

2.5.3 Mecanismos de repara¢ao

Alguns microrganismos possuem mecanismos de resisténcia que permitem a reparacio dos
danos sofridos, apds exposicdo UV (Chen et al., 2020; Ferreira et al, 2010; Matoh et al,, 2019).
Importa referir que este fendmeno é mais frequente na presenca de baixas doses de UV (Li et al.,

2019).

Fotoreativacido é um processo onde os microrganismos absorvem aluza 310 nm - 480 nm para
ativar as fotoenzimas, que sdo as enzimas responsaveis pela separacdo dos dimeros de ciclobutanos
de pirimidina (CPDs) e reparacdo do DNA. Por outro lado, a repara¢do no escuro, ou seja, na auséncia
de luz, consiste na substituicdo dos nucleétidos de DNA danificados por outros nio danificados (Li et
al., 2019; Nyangaresi et al., 2018; Ray & Jain, 2014). Contudo, apesar de alguns microrganismos
possuirem estes mecanismos de reparacdo, o dano excessivo nos acidos nucleicos e outros

componentes celulares importantes é letal (Zea et al., 2020).

2.6 Combinacao de radiacgao ultravioleta (UV) e cloro livre

Alguns estudos tém sido realizados no sentido de avaliar a combinacdo de dois ou mais
processos de desinfecdo (Liu et al., 2019). Como ja foi referido anteriormente, a radiacdo UV é uma
alternativa promissora ao cloro livre como desinfetante primario, devido a sua capacidade de
inativar microrganismos sem originar subprodutos da desinfecio (DBPs). No entanto, devido a
inexisténcia de poder desinfetante residual e ao possivel reparo de microrganismos danificados por

UV, este processo de desinfecao nem sempre pode ser utilizado de forma isolada (Wang et al., 2012).

Assim, a utilizacdo de radiacdo UV como desinfetante primario pode diminuir,
significativamente, as doses quimicas efetivas e fornecer recursos adicionais de desinfecdo.
Posteriormente, a sua combina¢do com o cloro ou cloraminas, como desinfetante secundario,

evidencia em diversos estudos uma desinfecao sinergética, impedindo o crescimento microbiano
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(Wang et al,, 2012). Em suma, a radiagdo UV é utilizada como primeiro modo de desinfecdo e,
posteriormente, é combinada com o cloro, para garantir um concentragio residual de desinfetante,

ou seja, uma desinfecdo prolongada no tempo (Liu et al., 2019).

Liu et al. (2019) realizou um estudo onde simulou e estudou a desinfecdo de sistemas de
distribuicdo de dgua para consumo, recorrendo a dois modos de desinfecdo: UV e Cl,. Deste modo,
realizou uma experiéncia com recurso a Cl; (controlo) e outra experiéncia com recurso a um
sequenciacdo de dois modos distintos de desinfecao, isto é, UV/Cl;. O objetivo foi comparar o efeito
da combinac¢do UV/Cl; nos organismos patogénicos, distribuidos por quatro fases distintas: agua,

biofilmes, produtos de corrosao e depdsitos soltos (Liu et al., 2019).

Os resultados obtidos por Liu et al. (2019) evidenciam que, comparando com o controlo (Cl),
o efeito sinergético entre o UV e o Cl; é mais eficiente na reducdo do niimero de organismos
patogénicos no efluente do sistema de distribuicdo de dgua, com a mesma concentracio residual de
cloro. Por outro lado, como ja foi abordado, anteriormente, os biofilmes, os produtos de corrosao e
os depdsitos sdo zonas chave para o crescimento microbiano de organismos patogénicos em sistemas
de distribuicdo de dgua. Ap6s o estudo, Liu et al. (2019) verificou que os organismos patogénicos que
colonizam estas trés fases sdo similares, sendo que estes organismos patogénicos evidenciam

tolerdncia a desinfecdo, tanto com a utilizacdo de Cl;, como com a utilizacido de UV/CL.

0 estudo efetuado por Liu et al. (2019) é bastante relevante para a empresa onde esta
Dissertagdo de Mestrado se insere, uma vez que, a Barbot, situada em Canelas, também optou pela

combinacdo de dois processos de desinfecdo de agua: cloracio e radiagio UV.

2.7 Objetivos da Dissertacao de Mestrado

Esta Dissertacdo, desenvolvida em ambiente empresarial com a colaboracdo das
instalagcdes/equipamentos disponiveis no LEPABE (FEUP), teve como objetivo a andlise da
microbiota da agua (enumerando e identificando os heterotroéficos totais) em diferentes pontos da
rede de abastecimento da unidade de produgio de tintas, de forma a avaliar a eficacia dos sistemas

de desinfecdo de dgua existentes na Barbot: cloracdo e radiacdo UV.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Instalacao experimental:

A Figura 8 esquematiza o sistema de abastecimento de 4gua da unidade de producao de tintas

na Barbot, com a respetiva indica¢ao dos sistemas de desinfecdo de dgua existentes na empresa.

Rede de
abastecimento
publica 1)
12 ponto de
amostragem
(PAL)
Sistema I Sistema II Sistema I
Tanque de .
uv @ .—’ armazenamento || uv —] uv —@—— Producio
2%pontode de dgua 32 ponto de
amostragem Slst'ema (:le amostragem
(PA2) desinfecao (PA3)
c/ cloro
(2)
Produgio Misturador Misturador Misturador
. .
42 ponto de
amostragem
(PA4)

Figura 8 - Instalagdo do sistema de abastecimento de dgua a unidade de produgdo de tintas (1) no exterior da
fdbrica onde se localiza o tanque de armazenamento de dgua e os sistemas de desinfecdo por ultravioleta e cloro;

(2) no interior da fdbrica (zona da produgdo) onde se localizam trés misturadores.

A 4gua que a Barbot utiliza é proveniente da rede de abastecimento publica - Aguas de Gaia,
EM, S.A.. Desta forma, o primeiro ponto de amostragem - PA1 - corresponde a 4gua da torneira do
departamento de I&D, ou seja, 4gua proveniente da rede de abastecimento publica. A empresa possui
varios sistemas de tratamento de agua, no sentido de evitar o crescimento microbiol6gico na dgua
utilizada para a producio de tintas decorativas. O sistema I é o primeiro destes pontos de desinfecao,
sendo composto por apenas 1 lampada UV. O 292 ponto de amostragem - PA2 - localiza-se a jusante
do sistema I (Fig. 8). Posteriormente, a empresa possui um sistema de desinfecdo através de adicao

de cloro, denominado por sistema II, antes da dgua ser armazenada num tanque (Fig. 8). Apos a
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passagem da agua pelo tanque de armazenamento, na tubagem de alimentagdo da 4gua a producio,
encontra-se instalado o sistema III de desinfecdo com radiacdo UV, composto por dois conjuntos de
6 lampadas UV cada. O 32 ponto de amostragem - PA3 - localiza-se a jusante do sistema III (Fig. 8).
Posteriormente, o 42 ponto de amostragem - PA4 - situa-se imediatamente antes das tubagens
derivativas que encaminham a dgua, quando esta é requerida pelo comando de produgdo, a cada um

dos misturadores (Fig. 8).

Relativamente aos sistemas I e 11l de desinfecdo por radiagcdo UV, compostos por elementos de
funcionamento completamente automaticos, a capacidade de produ¢cdo maxima de agua tratada foi
fixada em 2,5 m3.h-1 e 30 m3.h-1, respetivamente. A Tabela 4 evidencia as informacoes relativas ao

funcionamento dos dois sistemas de tratamento de 4gua com recurso a radiacdo UV.

Tabela 4 - Informacgées técnicas unitdrias relativas ao funcionamento dos dois sistemas de desinfecdo de dgua

por radiagdo ultravioleta, na empresa em estudo (Barbot).

Sistema I: Sistema III:
Camara de radiagdo em ago Camara de radiacdo em
inox aco inox
Dimensoes (comprimento x didmetro) 930 mm x 64 mm 854 mm x 320 mm
Vida efetiva de cada lampada 8000h 8000 h
Alimentacdo elétrica 230V 230V
Poténcia 45W 245 W x 2
Numero de lampadas de fumos de mercurio 1 6 x 2 conjuntos de
(240 nm <A < 280 nm) lampadas =12

3.2 Enumerac¢do dos microrganismos cultivaveis

3.2.1 Procedimentos de amostragem

Com as devidas condicdes de assepsia e, recorrendo a frascos Schott de 500 mL previamente
esterilizados, realizou-se a recolha da 4gua da rede de abastecimento da empresa, em 3 dias distintos,
nos 4 pontos de amostragem que se apresentam indicados na Figura 8. A amostragem foi realizada

de acordo com o Standard Methods for the Examination of Water and WasteWater.

A 12 amostragem de agua realizou-se a 10 de marc¢o (12 ensaio). Devido a interrupgio das
atividades experimentais motivada pela pandemia COVID-19, a 22 amostragem realizou-se a 3 de
julho (22 ensaio) e a 32 amostragem realizou-se a 10 de julho (32 ensaio). Com o intuito de prosseguir
com a atividade experimental e ser, ainda, possivel identificar os organismos cultivaveis, ndo foram

realizadas mais amostragens na empresa durante o periodo da Dissertacdo de Mestrado.
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3.2.2 Quantificacdo de microrganismos heterotroficos totais

0 método das membranas filtrantes é uma metodologia de referéncia para a pesquisa e
quantificacdo dos microrganismos indicadores utilizados na avaliagcdo da qualidade da agua, sendo
que, é principalmente utilizada na avaliagdo de aguas de abastecimento e aguas naturais de

superficies ou subterraneas, com turvacio reduzida (Ferreira et al., 2010).

Assim, no sentido de proceder a quantificagio dos microrganismos heterotréficos totais,
recorreu-se ao método das membranas filtrantes, com membranas de 0,22 pm de porosidade da
Sartorius®. Para cada amostra filtraram-se volumes de agua de 100 mL, 10 mL, 1 mL e 1 mL das
diluicoes 10-1, 102, 103, 10-4. As diluicbes decimais seriadas foram realizadas em solugdo salina

estéril (0,85% NaCl, m.v1).

Ap0s cada filtragdo, cada membrana foi colocada na superficie de meio Plate Count Agar (PCA)
da VWR Chemicals®. As culturas incubaram a 30 °C, durante 6 dias. Os 3 ensaios foram realizados em
duplicado. A contagem foi realizada nas placas que continham entre 5 e 80 UFC, tendo sido realizada

a 16 de marco (12 ensaio), a 9 de julho (22 ensaio) e, por fim, a 16 de julho (3¢ ensaio).

3.2.3 Analise estatistica

Os resultados obtidos para a enumeracao dos heterotroéficos totais foram comparados utilizando

a ferramenta de andlise estatistica One-Way ANOVA + Tukey’s Pairwise (PAST v4.0).

3.3 Identificacdao dos organismos cultivaveis

3.3.1 Recolha da biomassa

Apds a enumeracdo dos microrganismos heterotroéficos totais, recolheu-se a biomassa das
placas da menor diluicdo de cada um dos ensaios (quando ndo se verificou qualquer sinal de
contaminacdo), com o auxilio de uma espatula devidamente flamejada e solucdo salina estéril (0,85%
NaCl, m.v'1), para tubos Eppendorf® previamente esterilizados. Salvo algumas excecdes, os

duplicados foram recolhidos para o mesmo tubo Eppendorf®.

A biomassa extraida para a amostra referente ao PA1 corresponde a: 2 filtracées de 100 mL do
12 ensaio + 2 filtragdes de 100 mL do 22 ensaio + 1 filtracdo de 100 mL do 32 ensaio. A biomassa
extraida para a amostra referente ao PA2 corresponde a: 2 filtracdes de 100 mL do 12 ensaio + 2
filtracdes de 100 mL do 22 ensaio. No caso da amostra referente ao PA2 apenas foram considerados
2 ensaios, uma vez que no terceiro ensaio ndo se verificou crescimento para o referido ponto de
amostragem. A biomassa extraida para a amostra referente ao PA3 corresponde a: 1 filtracao de 100
mL do 12 ensaio + 2 filtracdes de 100 mL do 22 ensaio + 2 filtracdes de 100 mL do 32 ensaio. A
biomassa extraida para a amostra referente ao PA4 corresponde a: 1 filtracdo de 10 mL do 12 ensaio

+ 2 filtracdes de 100 mL do 22 ensaio + 2 filtracdes de 100 mL do 32 ensaio. Posteriormente,
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centrifugou-se e armazenou-se os tubos a -20 °C até se iniciar a extracdo de DNA, com o auxilio do

GRS Genomic DNA Kit Bacteria da Grisp®.
3.3.2 Extracdo e quantificacio do DNA

O GRS Genomic DNA Kit Bacteria da Grisp®, que pode ser utilizado tanto no caso de bactérias
Gram negativas, como no caso de bactérias Gram positivas, € um método eficiente e rapido que
garante a purificagio de DNA gendmico, através da lise celular e separacdo do DNA dos restantes
componentes celulares (Grisp, n.d.). Todo o procedimento foi realizado de acordo com o protocolo
disponibilizado pelo GRS Genomic DNA Kit Bacteria da Grisp®. Na Tabela B.1 do Apéndice B do
presente relatério estdo detalhadas algumas caracteristicas do kit referido anteriormente (Grisp,

n.d.).

ApoOs a extragdo, quantificou-se o DNA de cada uma das amostras, com o auxilio do Qubit™
fluorometer da Invitrogen™ e do Kit Qubit dsADN High Sensitivity Assay da Invitrogen™. O Kit inclui
uma solucdo tampao (Quant-iT™ dsDNA HS buffer), duas solu¢des padrdo de 0 pg.mL1 e 10 pg.mL?
(Quibit dsDNA HS standard) da Life Technologies™ e fluorocromo (Qubit dsDNA HS Reagent 200x
concentrate). Cada amostra foi preparada com 199 uL da master mix e 1 pL de DNA. O padrao 1 foi
preparado com 190 pL da master mix e 10 pL da solu¢do padrdo 1 (0 pg.mL-1). O padrao 2 foi
preparado com 190 puL. de master mix e 10 pL de solu¢do padrao 2 (10 ug.mL-1). Assim sendo, a master
mix utilizada em cada amostra e em cada padrio foi preparada com 199 uL de solugido tampio e 1 pL
de fluorocromo, presentes no kit referido anteriormente. Antes da quantificagdo, procedeu-se a

calibracdo do aparelho.

Posteriormente, reuniu-se em pools equimolares os 3 ensaios realizados para o PA1, PA3 e PA4,
e reuniu-se numa pool apenas 2 ensaios para o PA2, uma vez que ndo se verificou crescimento no
terceiro ensaio realizado para o PA2. No fim, quantificou-se o DNA nas 4 misturas obtidas (MPA1,
MPA2, MPA3, MPA4), tal como descrito acima, com o objetivo de garantir quantidade suficiente para
uma sequenciacdo viavel. Os resultados da quantificagio de DNA encontram-se na Tabela C.1 do

Apéndice C.
3.3.3 Amplificacdo do gene rRNA 16S por PCR

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica in vitro que permite amplificar
exponencialmente uma regido especifica de DNA. Foi realizada uma PCR para amplificar o gene rRNA

16S, de forma a confirmar a existéncia de DNA bacteriano e a auséncia de inibidores no DNA extraido.

Na Tabela 5 estdo presentes os reagentes utilizados e os respetivos volumes (uL) na
preparacao da master mix. Em cada amostra utilizou-se 2 uL de template DNA e 48 uL. da master mix,
perfazendo 50 pL de volume final. Neste caso, as amostras foram amplificadas individualmente com

primers especificos para a regido hipervariavel do gene ribossomal 16S de bactérias, tal como o
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primer forward 27F (5-GAGTTTGATCCTGGCTCA-3) e o primer reverse 1492R (5’-
TACCTTGTTACGACT-3").

Tabela 5 - Preparagdo da master mix utilizada na PCR.

Master mix Volumes (pL) Master mix Volumes (pL)
10x Taq Buffer 35,0 Primer Forward 27F (100 um) 3,5
MgClz (50 mM) 17,5 Primer Reverse 1492R (100 pm) 3,5
dNTPs (10mM) 70 Agua ultra pura 187,75
Taq DNA Polimerase (5 U.uL1) 1,75

Realizou-se a amplificacdo dos fragmentos de DNA que codificam para o rRNA 16S nas 4
misturas obtidas (MPA1, MPA2, MPA3, MPA4) e, também, na diluicdo x10 da MPA3 e na diluicdo x10
da MPA4, uma vez que a concentracao destas ultimas duas misturas se apresentava mais elevada. O
programa da PCR selecionado no termociclador MJ Mini Personal Thermal Cycler da Bio-Rad®, para

um volume final de 50 pL, consistiu em:

Desnaturacdo inicial - 95 °C (5")

Desnaturagdo = 94 °C (1')

x35 ciclos
Annealing 2 55 °C (19

Extensdo = 72 °C (1'30”)

Extensio final = 72 °C (10°)

Na realizagdo da PCR, inicialmente, verificou-se um processo de desnaturacdo, cujo
aquecimento serviu para quebrar as ligacdes de hidrogénio entre as cadeiras de DNA e,
consequentemente, separar ou desnaturar a dupla hélice de DNA, resultando num molde de cadeia
simples de DNA. Posteriormente, durante a fase de arrefecimento, verificou-se uma diminuicao da
temperatura para que os primers se ligassem as suas bases complementares nos moldes de cadeia
simples de DNA. Por fim, durante o processo de extensao, verificou-se um aumento da temperatura
para que a Taq polimerase na sua temperatura 6tima sintetizasse novas cadeias a partir da ligacao

dos nucleétidos livres (ANTPs) a cada um dos primers.

3.3.4 Eletroforese em gel de agarose

Os resultados da PCR foram avaliados através da eletroforese em gel de agarose. Esta técnica,
que envolve a passagem de uma determinada corrente através de um gel, consiste na separagdo de

fragmentos de DNA, de acordo com o seu tamanho e carga.

Para preparar o gel de agarose, fez-se uma mistura entre o pé de agarose (Pronadisa®) e a

solucdo tampdo TAE 50x (Tris/Acetato/EDTA). Posteriormente, o gel foi colocado numa tina de
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eletroforese, imerso em tampao, posicionando-se entre os dois elétrodos paralelos a fileira de pocos
do gel localizados numa das extremidades do gel. Nos diferentes pocos foram carregados 12 pL de
cada uma das seis amostras de DNA (MPA1, MPA2, MPA3, MPA4, diluicao x10 da MPA3, diluicdo 10x
da MPA4) e num dos pocos foi carregado 5 pL de um marcador de peso molecular como o NZYDNA
Ladder VIII da Nzytech®, que apresenta um padrdo de bandas espagadas regularmente, com
diferentes pesos moleculares. No sentido de obter uma separacao eficiente das bandas, a corrente
aplicada a eletroforese foi de 90 V, durante cerca de 45 minutos. Apds a corrida, o gel foi corado numa
solucdo de brometo de etideo que se liga ao DNA. As bandas de DNA foram visualizadas num
transiluminador de luz UV da Bio-Rad® e, por fim, aimagem foi processada com o auxilio do software

Quantity One® (ver Apéndice D).
3.3.5 Sequenciac¢ao do gene rRNA 16S

Foram enviadas 4 amostras (MPA1, MPA2, MPA3, MPA4), com um volume total de 20 pL cada,
para uma empresa externa (Unidade de Sequenciacdo Avancada, Biocant), no sentido de sequenciar
0 DNA para uma regido hipervariavel do gene ribossomal 16S de bactérias e, assim, identificar os

organismos cultivaveis presentes no sistema de abastecimento de 4gua da industria de tintas.

Desta forma, as amostras foram amplificadas individualmente com um primer especifico para
a regido hipervariavel pretendida (V3-V4). Num segundo PCR foram adicionados os barcodes, para
identificacdo inequivoca de cada amostra, e os adaptadores de sequencia¢ido. Os amplicoes gerados
foram quantificados, reunidos em pools equimolares e sequenciados na plataforma MiSeq®
(Ilumina®) em ponte no formato paired-end 2x300 bp (Genoinseq, 2020). Todos os dados obtidos
foram analisados na plataforma EzBioCloud (versdao PKSSU4.0; http://ezbiocloud.net/), no sentido de
agrupar as sequéncias obtidas em Unidades Taxondmicas Operatérias (OTUs) a um nivel de
similaridade de 97% e classificar taxonomicamente as OTUs obtidas. Os indices de diversidade alfa
foram calculados ap6s todas as amostras terem sido normalizadas pelo menor valor de “valid reads”

(80 559).
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4 Resultados e Discussao

4.1 Enumeracido dos microrganismos cultivaveis

Na Figura 9 apresenta-se a média dos resultados obtidos nos 3 ensaios a partir das contagens
em placa (UFC/100 mL). Relativamente a analise estatistica efetuada, concluiu-se que os resultados
obtidos no PA1 apresentam diferencas estatisticamente significativas em relacao ao PA2. Para além
disso, PA3 e PA4 ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si nem diferencas

estatisticamente significativas em relacdo ao PA1 e PA2.
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Figura 9 - Média dos resultados das contagens em placa (UFC/100 mL) dos 3 ensaios, apds 6 dias de incubagdo a
30°C, para os 4 pontos de amostragem, com a respetiva indicagdo das barras de erros e da andlise estatistica

efetuada (one-way ANOVA + Tukey’s pairwise).

O primeiro ponto de amostragem (PA1) corresponde a dgua da torneira do departamento de
I&D, por isso, a 4gua é proveniente da rede de abastecimento publica - Aguas de Gaia, EM, S.A. - sem
qualquer tratamento de desinfe¢do efetuado pela Barbot. Importa salientar que foi no PA1 que se

verificou o maior nimero de colonias a 30 °C nos ensaios realizados.

Por outro lado, 0 22 ponto (PA2) localiza-se apds a passagem da dgua no sistema I de desinfec¢do
(UV). Desta forma, verifica-se que o nimero de coldnias a 30 °C diminui = 2 a 3 log em relagdo aos
resultados obtidos para o PA1, o que pode ser explicado pelo facto de a agua neste ponto passar por

um sistema de desinfecdo constituido por uma lampada UV.

0 32 ponto (PA3) localiza-se apds a passagem da agua pelo sistema II (cloragio), pelo tanque
de armazenamento de agua e pelo sistema III (UV). Neste ponto, verifica-se um recrescimento de = 1
log de microrganismos sobreviventes a 30 °C. Como ja foi discutido, anteriormente, os tanques de
armazenamento sdo bastante propicios a aumentos de carga microbiana, devido ao maior tempo de
permanéncia. No entanto, como a 4gua passa por um sistema de desinfe¢do mais intenso do que o 12

passo de desinfecao, constituido por 2 conjuntos de 6 lampadas UV cada, verifica-se um aumento da
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carga microbiana de = 1 log. Logicamente, o risco de contaminacao aumenta quando os reservatérios
de agua ndo sdo sujeitos a limpeza e desinfe¢do adequadas, por isso, é importante realizar,
periodicamente, limpezas nos tanques de armazenamento. Para além disso, Liu et al. (2019) defende
que a radiacdo UV deve ser utilizada como primeiro modo de desinfecdo e, posteriormente,
combinada com o cloro, para garantir um concentracido residual de desinfetante, ou seja, uma

desinfe¢do prolongada no tempo.

042 ponto (PA4) localiza-se na zona de produgdo das tintas, imediatamente antes das tubagens
derivativas que encaminham a agua, quando esta é requerida pelo comando de producao, a cada um
dos misturadores. Neste ponto ndo foram evidentes alteracdes significativas na carga microbiana em
relacdo ao PA3. Estes valores vao de encontro ao esperado, uma vez que nao ha nenhum sistema de

desinfe¢do entre eles que poderia contribuir para altera¢des na carga microbiana.

Independentemente do ponto de amostragem é evidente uma diminuicdo no nimero de
colénias entre o ensaio realizado em marco de 2020 e os restantes ensaios realizados em julho de
2020, tal como se pode verificar na Figura A.1 do Apéndice A. Importa referir que o nimero de
heterotréficos pode variar entre localidades e entre amostragens consecutivas no mesmo local

(WHO, 2017).

7

A World Health Organization (WHO) refere ainda que é expectavel que o ndmero de
heterotréficos diminua significativamente apds processos de tratamento de agua (como por
exemplo, coagulacido e sedimentacio) e processos de desinfe¢do (como por exemplo, ultravioleta,
ozono, cloro). No entanto, o niimero de coldnias totais pode aumentar na auséncia de desinfetante
residual ou em superficies em contacto com biofilmes, tal como ja foi referido anteriormente. Para
além disso, a WHO assume que, nos sistemas de distribuicdo de 4gua, um aumento deste valor ou um
ndmero anormal de coldénias, na auséncia de outros indicadores de contaminac¢do, pode indicar a
deterioracdo da salubridade da agua, deficientes condicdes de desinfe¢do, uma possivel estagnacao

da agua ou um potencial desenvolvimento de biofilmes (WHO, 2017).

Em suma, tendo em conta a diminui¢do da carga microbiana de cerca de 1 a 3 log apds o 12
passo de desinfecio, é possivel afirmar que todos os processos de desinfecio utilizados pela Barbot

parecem funcionar.

Na Tabela 6 é possivel verificar se os valores registados cumprem com os valores paramétricos
recomendados no Dec. Lein.2152/2017, de 7 de dezembro, uma vez que, tal como se mostra previsto
nanotan.2 13 do Anexo [ ao Dec. Lei n.2 152/2017, ndo é desejavel que o nimero de colénias por mL

a22°Cea36°Csejasuperiora 100 e 20, respetivamente.
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Tabela 6 - Indicagdo dos valores paramétricos presentes no Dec. Lei n.2 152/2017 e dos resultados obtidos nas

contagens em placa (UFC/100 mL) para o método das membranas filtrantes.

Dec.Lein.2152/2017
Ponto de — — UFC/100 mL a
amostragem Valor paramétrico UFC/100 | Valor paramétrico UFC/100 30 °C
mL a 22 °C mL a 36 °C
1 5,9 x 104
2 1,4 x 103
1,0 x 10 2,0 x 103
3 1,6 x 103
4 1,5 x103

Por outro lado, pela andlise dos dados do boletim de ‘Controlo da qualidade da 4gua para
consumo’, disponibilizado pela rede de distribui¢io de 4gua utilizada na Barbot - Aguas de Gaia, EM,
S.A,, foi possivel quantificar a presenca de heterotroéficos e verificar a concentracio de cloro residual

disponivel na d4gua da zona de abastecimento do Concelho de Vila Nova de Gaia.

A verificacdo da qualidade da 4gua da rede publica foi realizada através de andlises periddicas
na torneira do consumidor, segundo o Programa de Controlo de Qualidade da Agua (PCQA) aprovado
pela autoridade competente Entidade Reguladora de Servicos de Aguas e Residuos (ERSAR), tal como
pressupoe o Dec. Lei n.2 306/2007, de 27 de agosto. As recolhas das amostras de agua foram
realizadas por Técnicos Analistas de Aguas de Gaia, EM, S.A,, qualificados pela RELACRE, e as analises
foram realizadas por laboratério acreditado e de referéncia da ERSAR - IAREN (Instituto da Agua da

Regido Norte) (Aguas de Gaia, EM, 2019).

Assim, tendo em conta um volume de agua fornecido de 51 927 m3.dia-l, num total de 40
analises realizadas durante os meses de outubro a dezembro de 2019, quantificaram-se, no maximo,
44 UFC/mL e 28 UFC/mL, a 22 °C e 37 °C, respetivamente, e o cloro residual disponivel nesta dgua
foi de 1,15 mg.L-! - edital n® 4/2019 (Aguas de Gaia, EM, 2019).

Estes valores demonstram cumprir os parametros estabelecidos no Dec. Lei n.2 152/2017 para
uma temperatura de 22 °C, uma vez que se quantificaram menos de 100 UFC/mL. Por outro lado,
durante as 40 anélises realizadas pela Aguas de Gaia, no maximo, quantificaram-se 28 UFC/mL a 37
°C e o valor paramétrico a 36 °C estabelecido no Dec. Lei n.2 152/2017 é de 20 UFC/mL. Assim, pode-
se assumir que os dados presentes no edital n.24/2019 cumprem com os valores do Dec. Lei referido,

uma vez que o desvio ndo é muito significativo.

Posteriormente, tendo em conta um volume de 4gua fornecido de 53 030 m3.dia'l, num total de
42 analises realizadas durante os meses de janeiro a margo de 2020, quantificaram-se, no maximo, 1
UFC/mL e 56 UFC/mL, a 22 °C e 37 °C, respetivamente, e o cloro residual disponivel nesta agua foi

0,17 mg.L1 no minimo e 1,42 mg.L-1 no méaximo - edital n.2 1/2020 (Aguas de Gaia, EM, 2020).

Estes valores demonstram cumprir os parametros estabelecidos no Dec. Lei n.2 152/2017 para

uma temperatura de 22 °C, uma vez que se quantificaram menos de 100 UFC/mL, no entanto, a
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diferenca entre o niimero de colénias é bastante significativa. Por outro lado, durante as 42 analises
realizadas pela Aguas de Gaia, no maximo, quantificaram-se 56 UFC/mL a 37 °C e o valor paramétrico
a 36 °C estabelecido no Dec. Lei n.2 152/2017 é de 20 UFC/mL. Assim, pode-se assumir que os dados
presentes no edital n.2 1/2020 ndo cumprem com os valores do Dec. Lei referido, uma vez que o

desvio é bastante significativo.

Tal como se pode verificar na Tabela 7, os resultados obtidos no ambito desta Dissertacao de
Mestrado, referentes a enumeracao de heterotréficos totais no PA1 do sistema de distribuicio de
agua da Barbot - torneira do departamento de I&D - podem ser comparados com os dados presentes
no boletim de ‘Controlo da qualidade da 4gua para consumo’, disponibilizado pela Aguas de Gaia, EM,

S.A.

Tabela 7 - Indicagdo dos valores paramétricos presentes no Boletim ‘Controlo da qualidade da dgua para
consumo’ da zona de abastecimento do concelho de Vila Nova de Gaia e dos resultados obtidos nas contagens em

placa (UFC/100mL) para o método das membranas filtrantes.

Boletim ‘Controlo da qualidade da agua | Boletim ‘Controlo da qualidade da agua Ponto de
para consumo’ - Edital n® 4/2019 para consumo’ - Edital n21/2020 amostragem 1
Valor paramétrico | Valor paramétrico | Valor paramétrico | Valor paramétrico | UFC/100 mL 30
UFC/100 mL 22 °C | UFC/100 mL 37°C | UFC/100 mL 22°C | UFC/100 mL 37 °C °C
4,4 x 103 2,8 x 103 1,0 x 102 5,6 x 103 5,9 x 104

Desta forma, é possivel afirmar que se verificou um aumento no nimero de colénias no PA1
em comparacdo com os resultados obtidos a partir da analise da dgua disponibilizada pela rede
publica. Isto pode ser justificado pelo facto do desinfetante residual adicionado no tratamento da
agua da rede publica nao ser suficiente para inibir o crescimento microbiano ao longo do sistema de
distribuicdo até as torneiras dos consumidores. Para além disso, a enumeracdo de heterotroéficos
totais foi realizada com uma temperatura de incubacio de 30 °C, o que permite uma maior

diversidade de microrganismos meséfilos (Tstima = 20 °C - 45 °C (Ferreira et al., 2010)).

Ainda assim, importa relembrar que o edital n24/2019 e o edital n® 1/2020, disponibilizados
pela Aguas de Gaia, EM, S.A,, se referem ao ultimo trimestre do ano passado e ao 12 trimestre do ano
corrente, respetivamente. Todavia, toda a atividade experimental no dambito desta Dissertacdo de
Mestrado foi realizada a partir do 22 trimestre do ano de 2020. Desta forma, ndo é possivel obter uma
comparacdo conclusiva sem a disponibilizacao do edital n? 2/2020 e edital n® 3/2020 das andlises

realizadas pela Aguas de Gaia, EM, S.A..

0 espetro de microrganismos heterotroéficos inclui organismos resistentes aos processos de
desinfecdo, como os formadores de esporos; organismos sensiveis aos processos de desinfecdo, tais
como as bactérias coliformes; e organismos que rapidamente proliferam na agua tratada na auséncia

de desinfetante residual (WHO, 2017).
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4.2 ldentificacao dos organismos cultivaveis

O DNA extraido da biomassa de PCA das amostras MPA1, MPA2, MPA3 e MPA4 foi submetido
a uma técnica de PCR, ocorrendo a amplificacdo do gene rRNA 16S. Os resultados da eletroforese
realizada aos produtos da PCR permitiram confirmar a existéncia de DNA bacteriano (ver Apéndice
D). Assim sendo, prosseguiu-se com a sequenciacdo da regido hipervariavel do gene ribossomal 16S
(V3-V4) nas varias amostras, com o propoésito de identificar os organismos cultivaveis, presentes no

sistema de abastecimento de 4gua da industria de tintas.

A sequéncia do gene ribossomal 16S de bactérias apresenta pequenas diferencas entre
espécies, o que permite distinguir os diferentes organismos cultivaveis. Deste modo, apds a
sequenciac¢do do fragmento do gene rRNA 165, procedeu-se a analise na plataforma EzBioCloud das
sequéncias de DNA obtidas, no sentido de as agrupar em Unidades Taxonémicas Operatoérias (OTUs)
a um nivel de similaridade de 97% e classificar taxonomicamente as OTUs obtidas. A Tabela 8

T

apresenta o valor de “raw reads”, “filter reads”, “merged reads” e “valid reads” para cada uma das

amostras.
Tabela 8 - Reads para as 4 amostras em estudo.
Amostra Raw Reads (%) Filter Reads (%) | Merged Reads (%) | Valid Reads (%)
MPA1 138875 (100,0 %) | 137 380 (98,92 %) | 134 405 (96,78 %) 82021 (82,0 %)
MPA2 122 402 (100,0 %) | 120186 (98,19 %) | 117 788 (96,23 %) 94 480 (94,5 %)
MPA3 110 674 (100,0 %) | 109438 (98,88 %) | 107 922 (97,51 %) 88283 (88,3 %)
MPA4 91 797 (100,0 %) 90 915 (99,04 %) 88976 (96,93 %) 80 559 (90,8 %)

As 4 amostras foram normalizadas pelo valor 80 559, no sentido de poderem ser comparadas
entre si. Na Tabela 9 estdo presentes os indices de diversidade alfa de todas as amostras, incluindo o

numero de OTUs para cada uma delas.

Tabela 9 - Indices de diversidade alfa das amostras em estudo.

Amostra N2 OTUs ACE Chao1l Jackknife | Shannon Simpson PD
MPA1 85 111,22 103,75 110 1,55 0,28 161
MPA2 48 65,57 58,50 63 0,18 0,93 132
MPA3 56 62,75 62,11 67 1,41 0,34 96
MPA4 47 51,74 50,11 55 0,86 0,63 89

Estes parametros permitem analisar a diversidade das amostras, uma vez que, quanto maior o
seu valor maior a diversidade das mesmas. Assim, tendo em conta os baixos indices de diversidade
alfa e o baixo niumero de OTUs, pode-se concluir que as 4 amostras apresentam baixa diversidade
gendmica. De uma forma geral, as amostras MPA1 e MPA3 apresentam maior diversidade do que as

restantes, dado que os indices de diversidade alfa sao superiores. Todavia, nao é possivel comparar
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diretamente os resultados entre si, porque a recolha da biomassa nem sempre contemplou os
duplicados e os cultivaveis presentes em 100 mL de amostra e, para além disso, na amostra MPA2
apenas foram considerados 2 ensaios em vez de 3 ensaios, tal como explicado no capitulo Materiais

e Métodos. As Figuras 10 a 14 traduzem a classificagdo taxonémica das OTUs obtidas.
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Figura 10 - Abunddncia relativa das classes identificadas com base na sequéncia do gene rRNA 16S. Volume de
dgua filtrado para a recolha da biomassa x n? de placas: MPA1- 100mLx2+100mLx2+100mL; MPAZ2 -
100mLx2+100mLx2; MPA3 - 100mL+100mLx2+100mLx2; MPA4 -10mL+100mLx2+100mLx2.
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Figura 11 - Abunddncia relativa das ordens identificadas com base na sequéncia do gene rRNA 16S. Volume de
dgua filtrado para a recolha da biomassa x n? de placas: MPA1- 100mLx2+100mLx2+100mL; MPA2 -
100mLx2+100mLx2; MPA3 - 100mL+100mLx2+100mLx2; MPA4 -10mL+100mLx2+100mLx2.
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Figura 12 - Abunddncia relativa das familias identificadas com base na sequéncia do gene rRNA 16S. Volume de
dgua filtrado para a recolha da biomassa x n? de placas: MPA1- 100mLx2+100mLx2+100mL; MPA2 -
100mLx2+100mLx2; MPA3 - 100mL+100mLx2+100mLx2; MPA4 -10mL+100mLx2+100mLx2.
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Figura 13 - Abunddncia relativa dos géneros maioritdrios identificados com base na sequéncia do gene rRNA
16S. Volume de dgua filtrado para a recolha da biomassa x n? de placas: MPA1- 100mLx2+100mLx2+100mL;
MPA2 - 100mLx2+100mLx2; MPA3 - 100mL+100mLx2+100mLx2; MPA4 -10mL+100mLx2+100mLx2.
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= Staphylococcus saprophyticus group & Staphylococcus aureus group
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Figura 14 - Abunddncia relativa das espécies maioritdrias identificadas com base na sequéncia do gene rRNA
16S. Volume de dgua filtrado para a recolha da biomassa x n? de placas: MPA1- 100mLx2+100mLx2+100mL;
MPA2 - 100mLx2+100mLx2; MPA3 - 100mL+100mLx2+100mLx2; MPA4 -10mL+100mLx2+100mLx2.

Através dos resultados obtidos concluiu-se que no sistema de abastecimento de agua da
empresa Barbot se identificaram diferentes classes maioritarias de organismos (Fig. 10), tais como
Actinobacteria (filo Actinobacteria), Bacilli (filo Firmicutes), Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria
e Gammaproteobacteria (filo Proteobacteria). Relativamente a uma categoria taxonémica inferior,
concluiu-se que existem 9 géneros maioritarios distintos (Fig. 13), tais como Bacillus, Staphylococcus,
Enhydrobacter, Mycobacterium, Methylobacterium, Blastomonas, Paenibacillus, Pelomonas e
Streptomyces. Importa realgar que a percentagem de cada organismo pode ndo ser a real, uma vez

que se baseia nas células recuperadas apés cultivo.

De seguida, pretende-se comparar os resultados obtidos com outros estudos relacionados com

a diversidade bacteriana em aguas potaveis, suportados na analise da sequéncia do gene rRNA 16S.
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De acordo com a categoria taxonémica superior, os organismos geralmente predominantes na agua
potavel pertencem ao filo Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes (Botsaris et al.,
2015; Vaz-Moreira et al., 2013, 2014). Desta forma, esta informacao corresponde aos resultados

obtidos nesta Dissertacao.

Tendo em conta uma categoria taxondmica inferior, os géneros de organismos Bacillus,
Aeromonas, Pseudomonas (Botsaris et al., 2015; Vaz-Moreira et al., 2013, 2014), Flavobacterium,
Sphingomonas, Mycobacterium, Acidovorax (Vaz-Moreira et al., 2013, 2014), Acinetobacter (Botsaris
et al, 2015; Vaz-Moreira et al, 2014), Rhodococcus, Clostridium (Vaz-Moreira et al, 2014),
Staphylococcus, Enterococcus, Enterobacter (Botsaris et al., 2015) sdo frequentemente cultivaveis a
partir de aguas potaveis. Deste grupo de géneros bacterianos, Bacillus, Mycobacterium e
Staphylococcus correspondem a géneros identificados numa proporgao superior a 2% no sistema de

abastecimento de 4gua da empresa em estudo.

Bacillus (filo Firmicutes) é um género de bactérias com forma de bastonete, Gram positivas e
produtoras de endoésporos - formas de dorméncia mais resistentes a condi¢cdes desfavoraveis
conhecidas. Este género de bactérias, resistente a processos de desinfecdo e esterilizacdo, é

geralmente encontrado num largo espetro de ambientes naturais, como o solo e a 4gua (Priest, 2008).

As bactérias do género Mycobacterium (filo Actinobacteria), em forma de haste (hifas),
aerdbias, crescem lentamente em ambientes de d4gua e meios de cultura e apresentam uma parede
celular com alto contetdo em lipidos. Este género de organismos tem sido encontrado em sistemas
de distribuicdo de 4gua mesmo na presenca de sistemas de desinfe¢do, uma vez que, Mycobacterium

é relativamente resistente ao tratamento e desinfecdo da agua (WHO, 2017).

Staphylococcus aureus (filo Firmicutes) é uma espécie de bactérias de forma esférica (cocos),
nao formadora de esporos, Gram positiva e tem uma temperatura de crescimento entre os 18 °C e os
40 °C. Embora seja mais resistente que a Escherichia coli ao cloro residual, a sua presenca na agua é
facilmente controlada pelo tratamento convencional e desinfecao adequada (WHO, 2017). Neste
caso, os resultados obtidos contrariam esta informacdo, uma vez que, esta espécie bacteriana foi

identificada numa proporcdo elevada (Fig.14) em trés dos quatro pontos de amostragem em estudo.

Acinetobacter (filo Proteobacteria) é um género de bactérias Gram negativas, com a forma de
cocobacilos, frequentemente encontradas no solo, em aguas residuais, na agua potavel e em sistemas
de distribuicdo de agua. Estas bactérias sdo sensiveis a desinfetantes como o cloro e, por isso, na
presenca de desinfetante residual o seu niimero deve ser reduzido (WHO, 2017). Neste estudo, este
género de bactérias é um exemplo de um dos géneros que se encontra numa proporg¢ao inferior ao
cut-off de 2%, pelo que nao é identificado na Fig. 13. Isto pode ser justificado pela presenc¢a de uma
determinada concentragdo de cloro residual no sistema de abastecimento de dgua da empresa

Barbot.
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Os coliformes totais, que conseguem crescer e sobreviver em sistemas de distribuicdo de dgua
(em particular na presenca de biofilmes), sdo bacilos, Gram negativos, ndo formadores de esporos,
fermentadores rapidos da lactose a 35 °C - 37 °C, com formagdo de acido e gas. Para além disso, os
coliformes totais sdo sensiveis a desinfecdo, por isso, deve ser evidente a auséncia de coliformes
totais imediatamente ap6s uma desinfecdo. Desta forma, a presenca destes organismos pode indicar
um processo de desinfecdo inadequado ou a presenca de biofilmes que por si s podem dificultar
esse processo nos sistemas de abastecimento de agua. A bactéria coliforme termotolerante,
Escherichia coli (filo Proteobacteria), que fermenta lactose a altas temperaturas, constitui cerca de
90% dos coliformes fecais ou tipicos, sendo um indicador de contaminacio fecal (WHO, 2017). O
crescimento de Escherichia geralmente requer o uso de um meio de cultura seletivo, por isso, quando
na presenc¢a de um meio de cultura como o Plate Count Agar (PCA), estes organismos representam
uma pequena percentagem das populacdes cultivaveis (Vaz-Moreira et al, 2014), tal como se

verificou com a atividade laboratorial realizada.

Os microrganismos heterotro6ficos na dgua de consumo nao representam uma preocupacao em
termos de sadde publica, no entanto, incluem potenciais patogénicos “oportunistas”, tais como
Acinetobacter, Aeromonas, Flavobacterium, Klebsiella, Moraxella, Serratia, Pseudomonas e
Xanthomonas (WHO, 2017). No sistema de abastecimento de 4gua a unidade de producio de tintas
da Barbot nao foi identificado, numa proporg¢ao superior a 2%, qualquer organismo deste grupo de

potenciais patogénicos “oportunistas”.

Através da enumeracdo de heterotréficos totais, comprovou-se que a empresa Barbot
apresenta sistemas de desinfecdo adequados, dado que se verificou uma diminuicdo da carga
microbiana em todos os pontos de amostragem. A presenca de Bacillus e Mycobacterium no sistema
de abastecimento de 4gua da empresa Barbot permite entdo validar que, mesmo na presenca de um

sistema de desinfe¢do adequado, estes géneros bacterianos podem ser identificados.

Tendo em conta um estudo elaborado, anteriormente, no ambito de uma Dissertagdo de
Mestrado, foram isolados 5 géneros, tais como Pseudomonas, Cellulosimicrobium, Bacillus,
Brevibacterium e Staphylococus, a partir de trés amostras distintas de tintas aquosas embaladas,
produzidas nas instalacdes da Barbot. Desta forma, pode-se concluir que nem todos os géneros
encontrados agora nas amostras de agua foram encontrados nas amostras de tintas aquosas
embaladas. Em primeiro lugar, a atividade experimental deveria ser realizada ao mesmo tempo, ou
seja, nas mesmas condi¢des de producdo, para ser possivel comparar efetivamente o crescimento
microbiano nas amostras de tintas aquosas embaladas e na agua do sistema de abastecimento da
unidade de producdo. Por outro lado, tal como se verificou, era de esperar que algumas das bactérias
inicialmente identificadas na agua de producdo fossem eliminadas até a fase de enchimento do
produto final. Isto porque durante a producao de tintas é adicionada uma determinada quantidade

de biocida que pode ajudar no controlo do crescimento microbiano nas tintas aquosas embaladas.
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5 Conclusoes

A analise da proveniéncia da contaminacdo das tintas é uma tematica bastante importante,
uma vez que as tintas sdo uma formulacdo constituida por diferentes componentes, que podem servir
de nutriente para os microrganismos, permitindo o seu crescimento nas tintas. As tintas de base
aquosa surgiram com o proposito de substituir os esquemas de base solvente, pela necessidade de
introduzir nas industrias de tintas tecnologias menos agressivas para a saiude humana e para o meio
ambiente. Todavia, este tipo de tintas sdo mais suscetiveis ao ataque e degradacdo por
microrganismos devido ao seu solvente maioritario (agua). Assim, é importante efetuar um controlo
da carga microbiana, bem como, garantir a desinfecdo adequada da agua utilizada no processo de

producao deste tipo de tintas.

Nesse sentido, o objetivo desta Dissertacdo foi avaliar o crescimento de heterotroficos totais
ao longo da linha de 4gua dentro da empresa, através da enumeracao de células viaveis, pelo método
das membranas filtrantes. Além disto, os organismos cultivaveis foram também identificados através
da extracdo e sequenciacao do respetivo DNA. Ambos os fatores avaliados permitiram inferir sobre
a eficacia dos processos de desinfecdo de dgua existentes na rede de abastecimento da unidade de

producdo de tintas da empresa - cloragao e radiagdo UV.

Em suma, com a realiza¢io desta Dissertacio foi evidente uma diminui¢ido na carga microbiana
em relagdo a dgua proveniente da rede publica, por isso, os processos de desinfe¢do existentes na

empresa mostraram-se eficientes no controlo do desenvolvimento bacteriano.

Relativamente a identificacdo dos organismos cultivaveis, presentes na agua utilizada na
producdo de tintas aquosas da Barbot, foram identificados 9 géneros maioritarios distintos: Bacillus,
Staphylococcus, Enhydrobacter, Mycobacterium, Methylobacterium, Blastomonas, Paenibacillus,
Pelomonas e Streptomyces. Tendo em conta os baixos indices de diversidade alfa e o baixo nimero de
Unidades Taxondémicas Operatorias (OTUs), concluiu-se que a 4gua do sistema de abastecimento da
empresa apresenta baixa diversidade bacteriana. Alguns destes géneros bacterianos, como Bacillus

e Staphylococcus, foram encontrados anteriormente em tintas aquosas da empresa.
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6 Avaliacao do trabalho realizado

6.1 Objetivos Realizados

A presente Dissertacdo permitiu analisar a microbiota da agua utilizada no processo de
producdo de tintas decorativas de base aquosa pela Barbot, a partir da recolha de 4gua em 4 pontos
de amostragem distintos ao longo da rede de abastecimento da unidade de produgao de tintas. Esta
atividade experimental, através da enumeracao de células viaveis e, também, através da identificagdo
dos organismos cultivaveis, permitiu confirmar a existéncia de organismos pertencentes a 9 géneros
maioritarios distintos. No entanto, de acordo com os indices de diversidade alfa, foi possivel avaliar
que este processo de distribuicdo de dgua apresenta baixa diversidade bacteriana. Para além disso,
foi possivel avaliar a eficacia dos sistemas de desinfecdo de dgua existentes na Barbot: cloracdo e
radiacao UV. Assim, apesar do nimero reduzido de recolhas de dgua efetuadas, devido a pandemia
COVID-19, foi possivel averiguar uma diminuicdo da carga microbiana com os referidos processos de

desinfecdo.

6.2 Sugestodes de Trabalhos Futuros

Tal como foi referido no corpo da Dissertagdo, reuniram-se em pools equimolares os ensaios
realizados para o mesmo ponto de amostragem, obtendo-se assim as amostras MPA1, MPA2, MPA3,
MPA4. Esta estratégia surgiu no sentido de reduzir os custos envolvidos com toda a atividade
experimental. Todavia, seria interessante identificar os organismos totais e cultiviveis em todas as
amostras individualmente, isto é, em cada dia de ensaios e em cada ponto de amostragem. Desta
forma, seria possivel identificar alteracdes nos organismos ao longo do tempo (entre margo e julho
de 2020). Outro estudo interessante, que nao foi possivel realizar devido a interrupg¢ao das atividades
de estagio, seria a analise da dgua antes e ap6s a lavagem do tanque da 4gua da rede de abastecimento
da unidade de producdo de tintas, na Barbot. Assim, seria possivel obter conclusdes quanto a

importancia e frequéncia da realizacdo das lavagens e desinfecdes no sistema em estudo.

6.3 Apreciac¢ao Final

De uma forma geral, foram concluidos com sucesso os objetivos iniciais da presente
Dissertagdo. Contudo, devido a pandemia COVID-19, a atividade experimental foi reduzida, tendo
sido feita uma pesquisa teoérica aprofundada acerca dos processos de desinfecdo existentes em
sistemas de abastecimento de agua, nomeadamente na empresa onde esta Dissertacdo se inseriu.
Assim, a atividade experimental inicialmente planeada envolveria mais ensaios do que os que se

realizaram, o que permitiria obter resultados, possivelmente, mais consistentes.
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Apéndice A - Heterotroficos totais

Na Tabela A.1 estdo presentes os resultados obtidos nos 3 ensaios para os 4 pontos de
amostragem, a partir das contagens em placa (UFC/100 mL) para o método das membranas

filtrantes, apds 6 dias de incubagdo a 30 °C.

Tabela A.1 - Resultados das contagens em placa (UFC/100mL) para o método das membranas filtrantes, apos 6

dias de incubagdo, para os 4 pontos de amostragem.

Data da amostragem - Data da Ponto de
UFC/100 mL a 30 °C Logio UFC/100 mL
contagem em placa amostragem
10/03/2020 - 16/03/2020 1,2 x 105 5,057
03/07/2020-09/07/2020 1 3,7 x 104 4,568
10/07/2020-16/07/2020 2,4 x 104 4,359
10/03/2020 -16/03/2020 2,7 x 103 3,431
03/07/2020 - 09/07/2020 2 1,2 x 102 2,057
10/07/2020-16/07/2020 <LD? <LD?
10/03/2020 - 16/03/2020 1,4 x 103 3,145
03/07/2020 -09/07/2020 3 2,6 x 103 3,404
10/07/2020-16/07/2020 8,5 x 102 2,929
10/03/2020 - 16/03/2020 2,5 x 103 3,389
03/07/2020 -09/07/2020 4 1,5 %103 3,172
10/07/2020-16/07/2020 5,9 x 102 2,625

L LD (Limite de dete¢do) = 0,5/100 mL
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Na Figura A.1 é possivel comparar os resultados obtidos nos 4 pontos de amostragem, ao longo

dos 3 ensaios.

= Ensaio 1 =Ensaio2 = Ensaio 3

==

Log,, (UFC/100 mL)
N
(9§

1,5
05 =
-0,5 3 4

Ponto de amostragem (PA)

Figura A.1 - Resultados das contagens em placa (UFC/100 mL), apés 6 dias de incubagdo, para os 4 pontos de

amostragem.
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Apéndice B - Extracao de DNA

Na Tabela B.1 encontram-se algumas caracteristicas do kit utilizado para extrair o DNA de

todas as amostras.

Tabela B.1 - Caracteristicas do GRS Genomic DNA Kit Bacteria da Grisp® (Grisp, n.d.).

GRS Genomic DNA Kit Bacteria da Grisp®

Amostra

0,5-2,0 mL de cultura celular com menos 1x10° células

(Gram positivas ou Gram negativas)

Componentes

Buffer G+, Lisozima, Proteinase K, Buffer GN, Buffer BL,
RNase A, Etanol, Wash Buffer 1 e 2, Elution Buffer

Rendimento esperado

25-30 ug (1x10° de Escherichia coli)

10-15 pg (1x10° de Bacillus subtilis)

Formato

Mini coluna de rotacao

Tempo de operacao

Inferior a 60 minutos

Volume de elui¢cao

30-200 pL
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Apéndice C - Quantificacao de DNA

Apés a extracdo de DNA com o auxilio do GRS Genomic DNA Kit Bacteria da Grisp3 foi possivel

quantificar o DNA presente em cada uma das amostras obtidas (Tabela C.1).

Tabela C.1 - Quantificagcdo das misturas e amostras obtidas em cada um dos ensaios em separado para o ponto

de amostragem 1 (PA1), 2 (PA2), 3 (PA3) e 4 (PA4) em termos de ug DNA.mL.

Quantificacdo das amostras (ug DNA.mL1)

PA1 (100mL/A) 5,37
PA1 (100mL/B) 6,80
Ensaio 1 PA2 (100mL/A+B) 26,9
PA3 (100mL/A) 174,4
PA4 (10mL/A) 63,8
PA1 (100mL/A+B) 5,57
PA2 (100mL/A+B) 13,0

Ensaio 2
PA3 (100mL/A+B) 17,3
PA4 (100mL/A+B) 23,5
PA1 (100mL/A) 10,8
Ensaio 3 PA3 (100mL/A+B) 10,4
PA4 (100mL/A+B) 91,6
MPA1 (pool de 3 amostras) 6,08
MPAZ2 (pool de 2 amostras) 19,4
MPA3 (pool de 3 amostras) 77,6
MPA4 (pool de 3 amostras) 57,9
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Apéndice D - Eletroforese em gel

Apos amplificacdo do gene rRNA 16S por PCR, a eletroforese em gel de agarose provocada pela
aplicacdo de uma determinada corrente, permitiu a separagdo dos fragmentos de DNA, através da
migracdo das particulas no gel. No decorrer da corrida no gel, os fragmentos de DNA carregados
negativamente devido aos seus grupos fosfato, moveram-se na direcdo do elétrodo positivo e os
fragmentos de DNA do mesmo tamanho migraram em conjunto formando bandas no gel de agarose.
Apos a imersdo do gel no corante, como o brometo de etideo, os fragmentos de DNA brilham quando
expostos a radiacao UV, sendo possivel visualizar o DNA presente ao longo da extensao do gel como
bandas, cada uma representando um grupo de fragmentos de DNA do mesmo tamanho. Na Figura
D.1 (a) estad presente a imagem obtida através do software Quantity One® como resultado da
eletroforese em gel de agarose das amostras obtidas por PCR. O marcador de peso molecular
utilizado apresenta diversas bandas com tamanhos entre os 200 e os 5000 pares de bases (pb), tal

como se pode verificar na Figura D.1 (b).

~ | gt e s - e
(a) \ ; s MPA3 4‘ "Z&s'" (b) Band size (bp) ng/band
5000 100
1400 pares de 3000 60
bases (pb) 2000 40
1400 116
1000 100
800 80
600 110
400 106
200 36

Legenda: M - Marcador (NZYDNA Ladder VIII);
MPA1 - Mistura PA1; MPA2 - Mistura PA2;
MPA3 - Mistura PA3; MPA4 - Mistura PA4; d10x

- diluigao 10x

Figura D.1 - (a) Eletroforese em gel para as 4 misturas (pool dos diferentes ensaios) e para a diluigdo x10 da

MPA3 e da MPA4; (b) NZYDNA Ladder VIII da Nzytech®.

Desta forma, foi possivel inferir, por comparacdo com o marcador, o tamanho dos fragmentos
presentes nas seis amostras analisadas. O fragmento esperado (gene rRNA 16S) apresenta cerca de
1500 pares de bases (pb) no seu comprimento. Assim sendo, por comparagdo com o marcador
anteriormente referido que apresenta uma banda bem definida com um tamanho de 1400 pares de

bases (pb), assume-se que foi possivel amplificar o fragmento esperado para todas as amostras.
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Apéndice E - Taxonomia e diversidade genomica

Nas Tabelas E.1 a E.4 encontra-se a informacao retirada da plataforma EzBioCloud acerca da
abundancia relativa das espécies identificadas com base na sequéncia do gene rRNA 16S, apds

normalizacdo de todas as amostras.

Tabela E.1 - Abunddncia relativa das espécies identificadas com base na sequéncia do gene rRNA 16S na

amostra MPA1.
MPA1
Espécie Proporc¢ao (%)

Bacillus megaterium 43,0609
Enhydrobacter aerosaccus 2,6932
Mycobacterium farcinogenes 22,1431
Staphylococcus aureus 15,9801
Staphylococcus saprophyticus 12,687
Nio classificado (< 2%) 3,4351

Tabela E.2 - Abunddncia relativa das espécies identificadas com base na sequéncia do gene rRNA 16S na

amostra MPA2.
MPA2
Espécie Proporg¢ao (%)
Methylobacterium oryzae 96,3929
Mycobacterium farcinogenes 3,116
Néo classificado (< 2%) 0,4916
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Tabela E.3 - Abunddncia relativa das espécies identificadas com base na sequéncia do gene rRNA 16S na

amostra MPA3.

MPA3

Espécie

Proporgio (%)

Blastomonas natatéria

41,5188

Methylobacterium oryzae

5,2536

Mycobacterium farcinogenes

6,1337

Staphylococcus aureus

39,507

N3o classificado (< 2%)

7,5868

Tabela E.4 - Abunddncia relativa das espécies identificadas com base na sequéncia do gene rRNA 16S na

amostra MPA4.

MPA4

Espécie

Proporgio (%)

Methylobacterium oryzae

7,5646

Paenibacillus phoenicis

2,8637

Staphylococcus aureus

78,3252

Streptomyces scabiei

8,2809

Néo classificado (< 2%)

2,9651
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