ACAO DE ALGICIDASEM MICROALGASDE EFEITO ANTIESTETICO
EM EMBALAGENSDE AGUAS

Wakiyama, C *; Pires, E. F.%; Chamixaes-Lopez, C.C.B.C* & Diniz, M.L*

Resumo — As éguas captadas em profundidade podem apresentar desenvolvimento de microalgas,
favorecendo a formacéo de biofilmes pelas condi¢Bes higiénicas favoraveis e incidéncia de luz.
Desta forma, procedimentos adequados de higienizagdo que evitem a formagdo ou que removam 0s
biofilmes contribuirdo para a preservacdo da qualidade das aguas engarrafadas. As amostras foram
constituidas de embalagens de aguas com sinais de alteracdo pelo desenvolvimento de microalgas,
procedentes de duas empresas engarrafadoras do Agreste e Litoral de Pernambuco - Brasil. Foram
utilizados dois diferentes tipos de embalagens: polipropileno de 20L e tereftalado de polietileno de
5L. Dois tipos de microalgas foram identificados: Stichosiphon (5L) e Microcystis robusta (20L).
Avaliou-se a acdo abrasiva de brita com detergente alcalino clorado associada a diferentes algicidas
(&cido peracético e quaternario de amoénia) em dois tempos de contato (5 e 15 min) sobre ainibigcdo
do crescimento das microalgas. Observou-se que nas amostras de 20L todos os tratamentos
demonstraram eficicia. Nas amostras de 5L 0 uso da acdo mecanica com detergente alcalino
clorado seguido da sanitizacdo quimica com quaternério de aménia foi o que demonstrou melhores
resultados, permitindo concluir que sO a associacdo de diferentes tratamentos é capaz de eliminar os

biofilmes formados por microalgas em &guas engarrafadas.
Palavras-Chave — agua; algas; algicidas.
INTRODUCAO

A &ua de ma qualidade constitui um veiculo de contaminagdo, pois transporta

microorganismos causadores de doencas que podem levar a morte devendo ser considerada com
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bastante destaque. A &gua de qualidade satisfatéria deve ser isenta de qualquer tipo de
contaminac8o e possuir caracteristicas organolépticas desgjaveis pelo consumidor sendo a sua
gualidade considerada uma questéo téo importante quanto sua escassez [1].

As microalgas se destacam por provocarem alteracbes e ocasionarem transtornos aos
abastecimentos publicos e as &guas envasadas representando problemas estéticos de consequiéncia
econdmica para as empresas engarrafadoras. Os recipientes comprometidos sdo descartados com o
desperdicio do liquido e da embalagem quando essa é de natureza descartavel. No caso dos
garrafdes de 20 litros, retornaveis quando se apresentam visivelmente contaminados por microalgas,
0s processos de lavagem tornam-se mais dificeis, uma vez que aém da necessidade de eliminacéo
das sujidades e a contaminacdo por bactérias normal mente presentes na agua, exigem alternativas
gue levem a destruicdo de microalgas de efeito antiestético.

As técnicas seguras, utilizadas durante a higiene na captacéo e na estocagem de aguas,
constituem alternativas viaveis e eficazes que visam a preservacdo da sua pureza, da palatabilidade
e da qualidade microbioldgica, entretanto, as aguas captadas em profundidade podem apresentar o
desenvolvimento de microalgas, favorecendo a formacéo de biofilmes pelas condicbes higiénicas
favoraveis e pelaincidéncia de luz. Desta forma, pesquisas que venham contribuir com informacées
de procedimentos adequados de higienizagdo que evitem a formagdo ou que removam os biofilmes
contribuirdo para a preservagéo da qualidade das &guas. Nesse aspecto, a sanitizagdo quimica em
recipientes plasticos pode ser uma alternativa viavel a fim de evitar o crescimento de microalgas de
efeito antiestético. Na higienizagdo, os agentes quimicos detergentes tém a funcdo de remover
residuos organicos e minerais das superficies, enquanto os sanificantes fisicos ou quimicos
eliminam patdgenos e reduzem o nimero de microorganismos alteradores das superficies a niveis
aceitaveis[2,3].

Considerando que a incidéncia de microalgas nas industrias de engarrafamento € real,
crescente e responsavel por alteracdes de ordem estética avaliou-se o efeito de diferentes algicidas
na eliminacdo de microalgas presentes em aguas engarrafadas procedentes de duas empresas
engarrafadoras localizadas em areas geogréficas distintas. Agreste e Litoral de Pernambuco. Foram
utilizados 2 diferentes tipos de embalagens. polipropileno de 20L (PP 20L) e tereftalado de
polietileno de 5L (PET 5L). As amostras foram constituidas de embalagens com aguas que
apresentaram sinais de ateracdo pelo desenvolvimento de microalgas constituido por 40 unidades

de cadatipo de recipiente, totalizando 80 embal agens.
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METODOLOGIA

Realizou-se a identificacdo das microalgas aderidas nos recipientes de acordo com as chaves
taxondmicas [4,5,6] e textos especializados para identificagdo [4,7,8]. O método foi realizado a
fresco em microscopio binocular, utilizando 1&mina e laminula de uso comum em laboratério.
Posteriormente as amostras foram submetidas a andlise da contagem de bactérias heterotréficas
utilizando metodologia validada pela AOAC n° 990.12 [9] e cultivadas em meio Bold [10]. Esta
etapa possibilitou a recuperagdo da microalga utilizada no experimento que se encontrava

possivelmente injuriada.

Figura 1 - Cultivo de microalgas em meio Bold.

(A= Agua com meio Bold, B=Agua sem meio Bold)

Apbs seu crescimento realizaram-se diferentes tratamentos quimicos na higienizacdo dos
recipientes que avaiaram a agdo abrasiva de brita com detergente alcalino clorado associada a
diferentes algicidas (&cido peracético e quaternério de aménia) em dois tempos de contato (5 e 15
min) sobre ainibi¢&o do crescimento das microalgas.

As 40 amostras foram distribuidas em seis tratamentos conforme demonstrado na figura 2.
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Figura 2 - Distribuic&o dos tratamentos utilizados nos dois grupos de 40 amostras (5L e 20L).

Com os algicidas foram utilizados cinco tratamentos. Em paralelo foi utilizado um grupo
controle onde se utilizou um tratamento mecanico apenas com abrasdo de brita e agua. Nos 5
tratamentos realizados avaliou-se a eficacia da acdo mecanica e quimica e no grupo controle

avaliou-se a eficacia da acdo abrasiva. Os recipientes foram colocados em um equipamento

rotatorio adaptado de um moinho de bola por dois tempos distintos (5min e 15min) (figura 3).

Figura 3 - Equipamento rotatorio adaptado para garrafdes de 20L .
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Os garraf 6es foram esvaziados e submetidos a enxéaglies sucessivos em agua potavel corrente.
Para a verificacdo da completa eliminacéo do algicida, foi realizado o teste de pH na édguado ultimo
enxagle. Considerou-se satisfatério o enxégle cujo pH correspondia ao pH da &gua utilizada no
enxague (pH 6.0 + 0.5).

Apobs os tratamentos, os recipientes foram preenchidos com o Meio Bold, e mantidos em
repouso sob iluminagdo natural, protegida da incidéncia da luz direta por 40 dias, quando foram
inspecionados quanto ao desenvolvimento das microalgas. Consideraram-se eficazes os algicidas
Cujos recipientes ndo apresentaram alteracdo com o crescimento de microalgas. Os resultados
obtidos foram submetidos a tratamentos estatisticos através do Software Statistica V.6, modulo

“Multivareate Exploratory Techiques’ para*“ Correspondence Analysis and Cluster” [11].

RESULTADOSE DISCUSSAO

As microal gas identificadas nas amostras de 5L e 20L se encontravam em situagdo majoritéria
apresentando-se assim, também apds o enriquecimento em meio Bold.

As éguas quando em pocos profundos, quase n&o possuem microorganismos e considera-se
gue a auséncia de luz impossibilita a presenca de algas ou outros seres fotosintetizantes [ 12]. Outros
estudos demonstraram que as &guas profundas apesar da pouca disponibilidade de nutrientes
apresentam uma popul agdo microbiana propria[13,14].

Observou-se que microalgas em forma de cistos podem estar presentes em aguas de origem
profunda, porém seu desenvolvimento € evidenciado quando em contato com nutrientes e luz,
provocando a alteracdo da cor e 0 aparecimento de turbidez na agua.

Natabela 1 estdo demonstradas as classificagdes das microalgas identificadas em embal agens

de 5L e 20L, respectivamente:

Tabela 1 - Classificagdo taxonémica de microalgas em aguas engarrafadas

Chave 5Litros 20 Litros
Taxondmica

DIVISAO CYANOPHYTA Smith CYANOPHYTA Smith

CLASSE CYANOPHY CEAE Sachs CYANOPHY CEAE Sachs
ORDEM CHAMAESIPHONALES Wettstein | CHROOCOCCALES Wettstein
FAMILIA DERMOCARPACEAE Geitler CHROOCOCCACEAE Néageli
GENERO Stichosiphon Microcystis K(itzing

ESPECIE Stigosiphon sp Microcystis robusta Chark Nygaard

Diante dos resultados verifica-se que a microalga encontrada na amostra de 5L pertence ao
género Sichosiphon sendo representado por microalgas verde-azuladas, pouco estudada*, portanto
com informagOes escassas na literatura. Entretanto é conhecido que género habita aguas doces, sao
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solitérias, com enddsporo e epifitas — apresentando-se aderida por meio de um “pé’ ou apressorio
mucilaginoso [4,7,8]. Tais microalgas ndo estdo incluidas entre as que causam complicacfes a

salide publica.

Figura 4 - Céula damicroalga Stigosiphon sp

A microalga identificada nas embalagens de 20L (Microcystis robusta) é semelhante aguela
encontrada nas amostras de 5L no que se refere a divisdo e a classe taxondmica. Diferencas entre
elas foram constatadas a partir do estreitamento da chave taxondmica. Para estas amostras foi
necessario realizar a sua identificacdo até a espécie, uma vez que neste género estdo incluidas
espécies capazes de produzir compostos toxicos [12,15]. Segundo alguns autores [16,17] entre
aproximadamente 5000 espécies de microalgas conhecidas, cerca de 300 formam floragdes e 40
delas séo potencialmente tdxicas capazes de provocar a morte humana e de peixes por sufocacdo ou
envenenamento. Embora existam muitos estudos sobre a ecologia e distribuicdo do fitoplancton
pouco se sabe sobre microorganismos produtores de toxinas e seus efeitos no Brasil [16].

A microalga identificada na amostra de 20L é verde azulada, de forma arredondada ou
alongada, colonial, planctdnica encontrada em aguas paradas [6,7]. Sobre a espécie Microcystis
robusta, a literatura ndo refere toxicidade e/ou risco para a salde publica ndo estando incluida entre

as microalgas toxicas referidas na literatura.
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Figura5 - Céuladamicroalga Microcystis robusta

Nas figuras 6 e 7 observam-se os resultados da correlacdo entre a contagem de heterotréficos
e visualizacdo de intensidade de cor produzidas pelas microalgas.
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Figura 6 - Numero de heterotréficos x nivel de contaminag&o por microal gas amostra de 5L.
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Figura 7 - Numero de heterotréficos x nivel de contaminagéo por microalgas amostra de 20L.
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Nas figuras 6 e 7 verifica-se ndo haver correlacdo entre o nimero de heterotréficos autoctones
e a intensidade de cor verde produzida nos recipientes, dessa forma assegura-se dizer que a
concentracao de heterotréficos ndo interferiu no desenvolvimento das microalgas.

Na tabela 2 e 3 estdo apresentados os resultados do desenvolvimento das microalgas nos
recipientes submetidos a diferentes tratamentos.

Observa-se que o0 acido peracético ndo foi eficaz para o controle do desenvolvimento de
microalgas, 0 que pode ser justificado segundo Macedo (2000) por sua baixa estabilidade. O
tratamento do recipiente com o quaternario de aménia apesar de ter apresentado crescimento em
apenas uma das amostras estudada pode ser considerado eficaz, pois na mesma concentragcdo em
menor tempo de contato (5min) ndo foi observado o crescimento de tais microalgas.

Este comportamento pode ser atribuido a interferéncia de outros fatores, tais como
caracteristicas inerentes a propria microalga e ao desenho do recipiente que por si sO desfavorece a
remogao completa do biofilme. Verifica-se ainda que o tratamento que utilizou exclusivamente a
acdo mecanica foi insuficiente para atingir na matriz do glicocalix, desta forma impossibilitando a
remocao completa do biofilme formado pelas microalgas.

Para os recipientes de 20L, os tratamentos quimicos utilizados foram todos €ficazes, o que
sugere que a microalgas de hébitos planctonicos, como é o caso de Microcystis robusta, sdo mais
sensiveis as acOes dos algicidas e que o desenho e 0 material do recipiente de 20L se apresenta

como mais adequado para 0 envase de aguas de origem subterraneas.

Tabela 2 - Comportamento das microalgas apés aplicacdo de algicidas em amostras de 5L.

Tratamentos N° de N° de amostras
recipientes ¢/ crescimento
tratados

Detergente A. Clorado a 5% com brita+ Q. Amdnia 1% (5 min) 2
Detergente A. Clorado a 5% com brita+ Q. Ambénial1% (15 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita+ Q. Aménia2% (5 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita+ Q. Aménia2% (15 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita + Ac.Peracético 0.05% (5 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita + Ac.Peracético 0.05% (15 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita + Ac.Peracético 0.15% (5 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita + Ac.Peracético 0.15% (15 min)
Detergente A. Clorado a 5% com brita (5min)

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

Q. Ambnia 1% com brita (5min)

Q. Ambnia 1% com brita (15min)

Q. Ambnia 2% com brita (5min)

Q. Amonia 2% com brita (15min)

Ac.Peracético 0.05% com brita (5 min)

Ac.Peracético 0.05% com brita (15 min)

Ac.Peracético 0.15% com brita (5 min)

Ac.Peracético 0.15% com brita (15 min)

Brita com meio bold (5 min)

Brita com meio bold (15 min)

NNPRPPPRPPRPOORFRPROOOOOOOOOOO

NNNNNNNNDNNNDNNDNDNNNNNDNDNDDN

TOTAL DE AMOSTRAS

S
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Tabela 3 - Comportamento das microalgas apos aplicacao de algicidas em amostras de 20L.

Tratamentos

N° derecipientes
tratados

N° de amostras
¢/ crescimento

Detergente A.
Detergente A.
Detergente A.
Detergente A.
Detergente A.
Detergente A.
Detergente A.
Detergente A.
Detergente A.
Detergente A.

Clorado a 5% com brita+ Q. Amdnia 1% (5 min)
Clorado a5% com brita+ Q. Ambénial% (15 min)
Clorado a5% com brita+ Q. Amdnia2% (5 min)
Clorado a5% com brita+ Q. Amdnia2% (15 min)
Clorado a 5% com brita + Ac.Peracético 0.05% (5 min)
Clorado a 5% com brita+ Ac.Peracético 0.05% (15 min)
Clorado a 5% com brita+ Ac.Peracético 0.15% (5 min)
Clorado a 5% com brita + Ac.Peracético 0.15% (15 min)
Clorado a 5% com brita (5min)

Clorado a 5% com brita (15min)

Q. Ambnia 1% com brita (15min)

Q. Ambnia 2% com brita (5min)

Q. Ambnia 2% com brita (15min)
Ac.Peracético 0.05% com brita (5 min)
Ac.Peracético 0.05% com brita (15 min)
Ac.Peracético 0.15% com brita (5 min)
Ac.Peracético 0.15% com brita (15 min)
Brita com meio bold (5 min)

Brita com meio bold (15 min)

NNPNNNPNNNNNNONDNNDNDNNNDNNDNDN

0

NMNNOOODODOOOOOOOOOOOO

TOTAL DE AMOSTRAS

&

Nas figuras 8 e 9 podem ser observadas 0 comportamento das microalgas estudadas através

dos diversos tratamentos quimicos e mecanicos.
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Figura 8 - Analise multivariada de correspondéncia multipla para as amostras de 5L.

Varidveis. (1) Detergente acalino clorado 5% com brita + Quat. Aménia 1%,
(2) Detergente ac. Clorado 5% com brita+ Quat. Amonia 2%,

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

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

(5) Quat. Ambnia 1% com brita,
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(6) Quat. Ambnia 2% com brita,

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

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

(9)Detergente alc. Clorado 5% com brita

(10) Brita com agua,

(v) tempo de 5min, (15) tempo de 15min, (s) crescimento de agas e (n) ndo crescimento de agas.

A aplicacdo de uma andlise multivariada de correspondéncia multipla para identificar
possiveis associagdes significativas [18] possibilitou corroborar com a afirmativa de alguns autores
[14,19,20] onde referem que as superficies podem abrigar os microorganismos firmemente bem
aderidos, dificultando assim, a sua remocéo.

A utilizacdo do detergente alcalino clorado associado ao emprego da agcdo mecanica abrasiva
da brita antes da aplicagdo do agente quimico sanitizante representou a aternativa mais eficaz.
Dessa forma, entre os tratamentos utilizados o que demonstrou melhor resultado foi 0 que associou
0 uso da acdo mecanica com detergente alcalino clorado seguido da sanitizagdo quimica com
guaternario de aménia, devido a capacidade do detergente solubilizar a matéria organica aderida ao
biofilme e a sua acdo potencializada pelo poder mecénico provocado pela brita na quebra da
camada superficia do biofilme favorecendo a agdo sanitizante do quaternario de ambnia. Pois, se a
matriz do biofilme ndo for completamente removida, durante a sanitizacdo quimica, as células
remanescentes podem se aderir novamente a superficie e favorecer o inicio da formacéo de um
novo biofilme [2]. Outro fator que justifica a aderéncia do biofilme a superficie € o ambiente com
baixas condi¢des de nutrientes, provocando mudangas nas caracteristicas das células que se

associam em busca de nutrientes o que reflete na aproximagdo das mesmas e fixagao as superficies.
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Figura 9 - Andlise multivariada de correspondéncia multipla para as amostras de 20L .
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Variaveis: (1) Detergente alcalino clorado 5% com brita + Quat. Aménia 1%,

(2) Detergente alc. Clorado 5% com britat+ Quat. Amoénia 2%,

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

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

(5) Quat. Ambnia 1% com brita,

(6) Quat. Ambnia 2% com brita,

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

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

(9) Detergente ac. Clorado 5% com brita

(10) Britacom &gua,

(v) tempo de 5min, (15) tempo de 15min, (s) crescimento de agas e (n) ndo crescimento de algas.

Na ilustragdo 9, observa-se a eficiéncia dos tratamentos n&o sendo evidenciado o crescimento
da microalga nas amostras de 20L ap0s a aplicacdo dos agicidas, demonstrando que apesar de
pertencerem ao mesmo grupo das microalgas verde-azuladas, a Microcystis robusta possui outras
caracteristicas morfolgicas, fisiologicas e habito. A menor resisténcia aos tratamentos quimicos,
deve-se ao fato dessas microalgas plancténicas e sem apresorio mucilaginoso apresentarem pouco
associadas a formacdo da matriz envolvente (glicocdlix) comum as espécies aderidas, mesmo
possuindo mucilagem envolvente. Ademais, sua presenca em solucéo atuou favorecendo maior agéo
do agicida

N&o foi constatada influéncia nos tempos utilizados (5 e 15 minutos) sobre os diversos
tratamentos, ndo estando portanto esclarecido qual 0 menor tempo necessario para 0 contato do
produto quimico com o recipiente. Tal observagdo estimula o desenvolvimento de outros estudos,
sendo de grande interesse para os engarrafadores por contribuir com a reducéo do tempo e méo de

obra utilizada no processo.

CONCLUSOES
Diante dos resultados obtidos e nas condicdes em que foi realizada a pesquisa pode-se
concluir que:
- as microalgas Sichosiphon e Microcystis robusta podem estar presentes e comprometer as
caracteristicas da agua engarrafada;
- ndo ha correlacéo entre 0 nimero de bactérias heterotroficas presentes nas aguas de origem
profunda e aintensidade de cor verde produzida por microalgas;
- 0 Uso de apenas acdo mecanica ndo é suficiente para eliminar os biofilmes formados por

microal gas em recipientes de aguas;
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- a associagdo de dois tratamentos. mecanico e quimico na limpeza dos recipientes
demonstrou ser mais eficiente, portanto a mais indicada;

- as caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e o hdbito de cada microalga influenciaram na
acdo dos sanitizantes quimicos;

- dentre os agentes quimicos utilizados, 0 mais eficaz foi 0 que associou a utilizagdo do

detergente alcalino clorado e o quaternario de aménio.

CONSIDERACOESFINAIS

O estudo dessa pesguisa permite concordar que as microalgas aderidas em superficies
apresentam um problema sério nas industrias engarrafadoras, uma vez gue tais microorganiSmos
podem crescer e se multiplicar continuamente no interior do biofilme até que ocorra a sua liberagéo
no ambiente ocasionando prejuizos de ordem estética em recipientes de agua. Como efeito, a
contaminac&o dos produtos onera 0 setor e sua presenca ndo deve ser negligenciada. Dessa forma,
tal trabalho concorda ainda com a afirmativa de autores [19,20] no que tange a prevengdo como a
chave para desencorgjar a formacéo do biofilme. A limpeza mecanica e a aplicagdo da sanitizagdo
mais adequada demonstraram ser o melhor modo de prevencéo contra microorganismos aderentes e
célulaslivres, pois se constatou naliteratura e no experimento realizado que umavez que o biofilme

se encontre firmemente estabilizado, alimpeza e a sanitizagcdo se tornamais dificil.
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