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RESUMO
COSTA, Cleide Caldas. Avaliacdo da contaminagdo microbiana em fluido para cortes de metais
em industria metaldrgica. 2018. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia e Monitoramento
Ambiental) - Universidade Federal de Séo Carlos, Sorocaba, 2018

Fluidos para cortes de metais (Metalworking Fluids - MWF) é a classe de 6leos e
liquidos utilizados para lubrificar, reduzir o calor e o atrito entre a ferramenta e a peca,
auxiliando a usinagem das pecas no momento do corte. A contaminacgdo proveniente da agua
de diluicdo e os nutrientes presentes no MWF podem contribuir para o crescimento de micro-
organismos no fluido. Estes micro-organismos podem causar doengas em operadores, COrroséo
de componentes de maquinas, ferramentas, pecas e diminuicao da vida util do MWF, devido a
perda de suas propriedades fisico-quimicas. O objetivo deste trabalho, foi monitorar as
condic¢des microbioldgicas de fluido para cortes de metais em sete centrais de uma metallrgica.
O monitoramento foi realizado semanalmente, durante sete meses. As amostras do MWF foram
analisadas quanto as concentracbes de ativos biocidas N-butil-1,2-benzisotiazolin-3-ona
(NBBIT) e 1,2-benzisotiazolin-3-ona (BIT), por cromatografia liquida e a contagem de micro-
organismos por plagueamento em meios especificos para bactérias mesofilas aerdbias, fungos
filamentosos e leveduras. A presenca de bactérias redutoras de sulfato (BRS), foi verificada em
intervalo de sete semanas. As concentracdes de ativos biocidas NBBIT e BIT estiveram abaixo
dos mencionados pela literatura como eficientes no controle de contaminagéo. Todas as centrais
de sistema de circulacdo, apresentaram contaminacao por bactérias, leveduras e apenas uma das
centrais ndo apresentou presenca de BRS. Os MWF avaliados ndo apresentaram contaminacgéo
por fungos filamentos. Dessa forma, concluiu-se, que a metalUrgica analisada ndo esta seguindo
a dosagem de ativos biocidas estabelecidas de 200 ppm para NBBIT e 2.500 ppm para BIT e
isto esta acarretando contaminac@es que podem ser prejudiciais aos operadores. Sugere-se que
a empresa tome medidas de acbes preventivas, adotando 0 monitoramento semanal, acdes
corretivas como auditorias de planta para detectar e controlar a carga microbiolégica das

centrais.

Palavras-chave: Fluidos para cortes de metais, NBBIT, BIT, bactérias, leveduras, bactérias

redutoras de sulfato.



ABSTRACT
COSTA, Cleide Caldas. Evaluation of microbial contamination in fluid for metal cutting in the
metallurgical industry. 2018. Dissertation (Master in Biotechnology and Environmental
Monitoring) - Federal University of Sdo Carlos, Sorocaba, 2018.

Metalworking Fluids (MWEF) is the class of oils and liquids used to lubricate, reduce heat and
friction between the tool and parts, helping the parts machining at the time of cutting.
Contamination from the dilution water and the nutrients present in the MWF can contribute to
the growth of microorganisms in the fluid. These microorganisms can cause diseases in
operators and also corrosion of machine components, tools and parts shortening the life of the
MWEF, due to the loss of its physicochemical properties. The objective of this study was to
monitor the microbiological conditions of metal cutting in seven central circulation systems of
a metallurgical plant. Monitoring was realized weekly for seven months. The MWF samples
were analyzed for concentrations of biocidal actives N-Butyl-1,2-benzisothiazoline-3-one
(NBBIT) and 1,2-benzisothiazoline-3-one (BIT) by liquid chromatography and counting of
microorganisms by pour plating in specific mediums for total mesophilic aerobic bacteria,
yeasts and filamentous fungi. The presence of sulfate reducing bacteria (BRS) was perform at
seven weeks intervals. Bacteria and yeasts contaminated all central circulations systems and
only one of the central had no BRS presence. The MWF evaluated showed no contamination
by filament fungi. The concentrations of biocidal active NBBIT and BIT were below those
mentioned in the literature as efficient in the control of contamination. Thus, it was concluded
that the analyzed metallurgy is not following the dosage of established biocides active 200 ppm
to NBBIT and 2.500 ppm to BIT, this is leading to contaminations that can be harmful to the
operators. The suggestion is that the company take preventive action measures, such as weekly
monitoring and corrective actions like plant audits to detect and control the microbiological

load of the central circulations system.

Keywords: Fluids for cutting metals, Bacteria, Yeast, Sulfate Reducing Bacteria, NBBIT, BIT
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1. INTRODUCAO

Fluidos para corte de metais, (Metal working fluids - MWF) é o nome dado a uma gama
de 6leos e outros liquidos, utilizados para lubrificar pecas de metal no momento em que estas
estdo sendo usinadas (Canadian Center for Occupational Health and Safety, 2014). A industria
adquiri o MWF de forma concentrado e o dilui em agua em proporcao de 3 até 10% no momento
e no local onde serdo utilizados (BRINKSMEIER et al., 2015).

A contaminacdo proveniente da &gua de diluicdo e os nutrientes presentes no MWF
podem contribuir para o crescimento de micro-organismos no fluido. Estes micro-organismos
podem causar doencas em operadores, corrosdo de componentes de maquinas, ferramentas,
pecas e diminuicdo da vida atil do MWF, devido a perda de suas propriedades fisico-quimicas.

As bactérias e fungos crescem em todas as formulacdes de fluidos misciveis em agua
(SAHA; DONOFRIO, 2012). Os micro-organismos mais frequentemente encontrados em
MWF sdo: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Shigella spp., Desulfovibrio spp. e
Flavobacterium spp. (ROSSMORE, 1994).

Biocidas podem ser adicionados ao MWF com o objetivo de reduzir e ou prevenir a
ocorréncia de micro-organismos. No entanto, mesmo com a adicdo de biocidas, € possivel
observar a ocorréncia de micro-organismos (LODDERS; KAMPFER, 2012) em MWF. A
adicdo de biocidas deve ser inferior a 2% (20.000 ppm) e seguir as recomendacdes do fabricante
(SANDIN,1991). A adicdo de biocidas na formulacdo de fluidos deve atender as restricOes
solicitadas por cada empresa do setor, sendo estes limites baseados em normas e
regulamentacdes que definem o limite maximo para cada molécula, considerando a exposicao
diaria dos operados.

Na rotina das empresas, foi possivel observar que muitas desconhecem o potencial total
de contaminacdo dos MWF, o que acarreta 0 ndo monitoramento microbioldgico e,
consequentemente, a auséncia de controles para monitorar a saude de seus operadores.

Dessa forma, é fundamental que as empresas monitorem a presenca de micro-organismos,
bem como as concentracdes de ativos biocidas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi monitorar
uma empresa metaldrgica quanto a contagem de bactérias mesofilas aerdbias, leveduras, fungos
filamentosos, presenca de bactérias redutoras de sulfato (BRS) e concentracdo de ativos

biocidas.



2. OBJETIVO

O objeto deste estudo foi avaliar a ocorréncia de micro-organismos e concentracdo de
ativos biocidas em amostras de MWF de sete centrais de distribuicdo de uma metaldrgica de

usinagem de pecas para motores automotivos, por um periodo de sete meses.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Fluidos Para Cortes de Metais (MWF)

Fluidos para corte de metais (MWF) usados em processos industriais de usinagem de
moagem de pecas de metais, podem ser misturados com agua ou 6leo (KAPPOR et al., 2014).
Os MWF misturados com agua podem ser divididos em emulsdes de agua (> 60% de Gleo
mineral concentrado); fluido semissintético (emulsGes com 5 a 60% de 6leo mineral) e
sintéticos (fluidos verdadeiros ou dispersées com < 5% de 6éleo concentrado) (Simpson et al.,
2003).

As emulsbes de MWF sédo estabilizadas em uma mistura 6leo/agua, por um sistema
emulsionante com agentes tensoativos. A molécula emulsificante apresenta uma parte
hidrofilica e uma parte lipofilica. A molécula ambivalente interage com a extremidade hidréfila
do agente emulsionante na fase aquosa, conferido a estabilidade da emulsdo (BRINKSMEIER
etal., 2015). A escolha da formulacdo de MWF dependera do tipo de metal a ser usinado e das
caracteristicas necessarias durante a usinagem. Quando é necessario maior poder lubrificante,
0 MWEF a ser utilizado deve ser concentrado devido a maior viscosidade, no entanto, quando se
deseja maior refrigeracdo, MWF base agua, deve ser utilizado. Além dos surfactantes os MWF
podem conter biocidas, tampdes de pH, agentes antiespumantes, inibidores de corrosdo (VIRJI
et al., 2000).

MWEF tém como finalidade, auxiliar o corte das pec¢as na usinagem, moagem, reduzindo
o calor e atrito entre a ferramenta e a peca que esta sendo produzida; dissipando e conduzindo
o calor gerado através das suas propriedades de lubrificacdo e refrigeracdo. Esses fluidos séo
de alta relevancia para manter a integridade da superficie no trabalho de metais, protegendo
contra a oxidacdo sendo utilizados no processo onde existem operacbes em metais como:
usinagem, esmerilhamento, impacto de deformacéo, jateamento abrasivo e polimento
(BRINKSMEIER; LUCCA; WALTER, 2004; OECD, 2011). Durante a usinagem o fluido tem
como funcdo retirar os cavacos (retalhos da peca recortadas durante a modelagem da peca)



transportando-os para fora da zona de trabalho. Esse conjunto de propriedades oferece ao fluido
a funcdo de minimizar o esfor¢o das maquinas e aumentar a produtividade (BRINKSMEIER et
al., 2015).

MWEF recirculados através de canais por toda a planta industrial, retornando a uma central
de distribuicdo, onde é reutilizado enquanto suas propriedades fisico-quimicas ndo tenham sido
alteradas. Em geral, os 0leos integrais (aqueles que ndo foram diluidos), sdo os menos
susceptiveis a contaminacdo e biodegradacdo (OECD, 2011). Durante a recirculacdo, podem
ser introduzidos no MWF componentes da peca usinada, pontas de cigarro, lixo e produtos
intermediarios e finais do metabolismo microbiano (VIRJI et al., 2000)

MWEF sdo considerados residuos perigosos que segundo a resolugdo n° 313/2002 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), estdo incluidos na classe 1 e precisam de
tratamentos especificos para serem descartados. Todo 6leo lubrificante que apresente
contaminacgédo ou néo esteja adequado para sua utilizacéo, deve passar por processo de refino.

O refino é capaz de recuperar a porcdo integral do 6leo lubrificante do fluido, com o
propdsito de minimizar a geracdo de residuos e o impacto no ambiente, sendo dessa forma
reutilizado (CONAMA, 2005).

No mundo anualmente sdo usados 2.000.000 m® de MWF concentrado e esse volume
pode ser muito maior depois de diluido em agua. Apds perder suas propriedades esse residuo
deve ser disposto de forma adequada e o custo pode variar de U$ 28,00 a U$56,00/m3. Em
empresas de pequeno porte, esse custo € maior (U$ 56,00 a U$113,00/m®) (McADAM et al.,
2012).

O tratamento de MWF é um processo desafiador devido a elevada demanda quimica de
oxigénio (DQO) e toxicidade. Os processos mais comuns sdo: coagulacdo, separacdo por
membrana, incineracdo ou disposi¢do em aterros. O processo bioldgico é uma opgéo atrativa
economicamente. Eficiéncias de remocdo de DQO de 72% foram obtidas em sistema de
tratamento hibrido combinando ozonizacdo com biodegradacdo aerébia (JAGADEVAN;
GRAHAM; THOMPSON, 2013)

3.1.2. ATIVOS BIOCIDAS EM MWF

A adicdo de ativos biocidas é a maneira mais comum de evitar a contaminagdo ou
controlar o crescimento microbiano em MWF (SEIDEL et al., 2017). O modo de agédo e a
efetividade dos agentes biocidas sdo determinados pela interacdo da substancia e de suas
propriedades fisicas diretamente com as estruturas moleculares das células microbianas. As

propriedades envolvidas séo, solubilidade, polaridade, dissociagéo, reatividade, entre outras.



As diferencas entre 0 modo de agdo devem ser consideradas e podem resultar em consequéncias
na aplicacdo e efetividade dos biocidas. Biocidas contendo isotiazolinonas, NBBIT e BBIT,
contem ligacdes N-S que podem reagir com a porcao nucleofilica das células abrindo os anéis
das isotiazolinonas que impedira as reacdes bioquimicas do metabolismo (PAULUS, 2004).

O ativo biocida 1,2-Benzisotiazolin-3-ona (BIT) é utilizado para preservar diversos
produtos devido a sua estabilidade ao calor, ndo volatilidade, compatibilidade com compostos
ibnicos e ndo idnicos permanecendo ativo em meios acidos e alcalinos, podendo ser utilizado
em produtos que em alguma parte do processo possam ter contato com calor, sem alterar suas
propriedades biocidas. Para alguns géneros de micro-organismos, como Pseudomonas e
algumas espécies de fungos como Alternaria alternata e Rhodotorula rubra, as concentracdes
do biocida devem ser superiores (até 2.500 ppm) as recomendadas a outras espécies de micro-
organismos (PAULUS, 2004).

N-butil-1,2-benzisothiazolin-3-ona(NBBIT) é um ativo biocida que apresenta alta
estabilidade quimica e térmica. Emulsdes de MWF devem conter de 50 ppm a 200 ppm de
NBBIT. Este biocida tem apresentado eficiéncia frente a fungos, leveduras e bactérias. No
entanto para o controle de Pseudomonas sdo recomendadas concentragdes maiores que 200
ppm (PAULUS, 2004).

Os micro-organismos podem se desenvolver no MWF ou aderidos em maquinas,
tubulagcbes ou em tanques formando biofilmes. Segundo Trafny et al. (2015) os biocidas néo
sdo efetivos na remocdo do biofilme encontrado em fabricas de usinagem de pecas onde ha
MWEF. O uso de biocidas deve respeitar as dosagens recomendas pelos fabricantes e a
orientacdo técnica, a super dosagem ndo garante a efetividade e podem ser prejudiciais a satde
dos operadores e maquinas (VIJAY et al., 2007).

A efetividade dos biocidas esta aliada as técnicas de boas préaticas de fabricacdo, que

incluem auditorias periddicas e sanitizacGes de plantas que iram garantir a qualidade da centrais.

3.1.3. CONTAMINAC}AO MICROBIOLOGICA DO MWF

Os micro-organismos utilizam os componentes organicos e aditivos presentes na
formulacéo dos fluidos como nutriente (OSHA, 2011). Quase todos os componentes do MWF
podem ser metabolizados pelos micro-organismos como fonte de carbono e energia (SEIDEL
etal., 2017).

A contaminacdo microbioldgica afeta e reduz drasticamente a vida Util do fluido, uma vez
que, a degradacgdo causada ocorre de forma acelerada gerando perdas econdmicas significativas

quando o fluido perde suas caracteristicas e tem que ser frequentemente substituido



(THEAKER; THOMPSON, 2010). Essa contaminagcdo microbiana pode levar a reducdo das
propriedades lubrificantes e anticorrosivas (TRAFNY et al., 2015).

Além da perda de vida util do MWF e de, possivelmente, danificar as pecas em contato
com ele, esses micro-organismos podem estar associados a transmissdo de doencas como a
pneumonia de hipersensibilidade nos operéarios expostos ao aerossol de MWF durante o
processo de usinagem (SHELTON, 1999; NIOSH, 2015).

A exposicao dos operadores ao MWF pode ser por contato com a pele e inalacdo de
aerossois (SIMPSON et al., 2003). Os aerossoéis podem conter todos 0s contaminantes presentes
no fluido e contaminar toda a extenséo fabril onde o aerossol pode alcangar. Cerca de 1,2
milhdes de trabalhadores da indUstria metaltrgica dentro de todas as operagdes de usinagem
estdo potencialmente expostos aos fluidos por meio de aerossois gerados no processo de
usinagem ao respirar, ou por meio de contato com a pele ao manusear pecas, ferramentas e
equipamentos tratados com os fluidos (CDC, 2002). Virji et al. (2000) analisaram amostras de
aerossois de MWF e observaram contagem de bactérias entre 5x10* a 5x10° UFC/mL.

Em 2002 foram descritos casos de doencas respiratorias em operadores expostos aos
MWF contaminados por Mycobacterium. A asma também esta relacionada ao trabalho e é uma
das doencas ocupacionais mais prevalentes, que imp@e custos significativos na area da salde e
de acidentes de trabalho (CDC, 2002). A pneumonia por hipersensibilidade diagnosticada em
operadores expostos aos fluidos contaminados é causada por Mycobacterium immunogenum
(GILBERT; VEILLETTE; DUCHAINE, 2010). M. immunogenum e Pseudomonas fluorescens
sdo frequentemente isolados de MWF (KHAN; YADAYV, 2004). National Institute for
Occupational Safety and Health (NIOSH - Instituto Nacional de Salde e Seguranca
Ocupacional) recomenda que a exposi¢do aos aerossodis de MWF deve ser limitada entre 0,4 a
0,5 mg/m? de ar, com uma concentra¢io média ponderada de tempo de até 8 horas/dia durante
uma semana de trabalho de 40 horas. Esse limite de exposi¢cdo recomendado destina-se a
prevenir ou reduzir significativamente doencas respiratorias associadas com a exposi¢do ao
MWEF.

Van Der Gast et al. (2001) descreveram que dentre 0s micro-organismos gram-negativos
mais isolados de amostras de fluidos, foram: Pantoea agglomerans com 23%, Citrobacter
freundii com 19%, Pseudomonas aeruginosa com 15%, Pseudomonas alcaligenes,
Pseudomonas pseudoalcaligenes, Pseudomonas stutzeri e Pseudomanas mendocina somaram
juntas 22%, Alcalinobacillus liginieresii com 9%, Acinetobacter genospecies e Acinetobacter
jonsonii com 4%, seguindo por Salmonella enterica sorovar Typhi e Bordetella bronchiseptica

cada uma com 3%.



Bactérias gram negativas da espécie Ralstonia picketti e gram positivas da espécie
Clavubacter michiganensis também foram encontradas em MWF (VAN DER GAST et al.,
2002).

A literatura apresenta uma diversidade bacteriana baixa, entre elas ja foram descritos a
presenca de Acinetobacter, Pseudomonas, Shewanella, Stenotrophomonas, Comamonas,
Morganella, Citrobacter, Algaligenes, Micrococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Bacillus
e Mycobacterium (VAN DER GAST et al.,, 2003). No entanto, apesar dos problemas
econémicos, ambientais, operacionais e de saude dos operadores, 0 monitoramento microbiano
em fébricas que utilizam MWF ndo sdo rotineiramente realizadas (TRAFNY et al., 2015).

O crescimento de bactérias e leveduras em MWF a base de &gua é inevitavel. Assim
biocidas devem ser usados com a finalidade de diminuir os efeitos causados pelos micro-
organismos (MEYER et al., 2017).



4. MATERIAL E METODOS

Os fluidos de emulsdo semissintético avaliados foram diluidos a concentragdo minima
recomendada de 8%, indicado para sistemas centralizados e distribuidos em maéaquinas
individuais para usinagem geral de ferro fundido, acos carbono, acos liga e inoxidaveis,
aluminio e suas ligas, e metais amarelos. Nao foi possivel determinar a composi¢ao completa
do fluido.

Os biocidas utilizados para controlar a contaminag¢do microbioldgica foram adicionados ao
6leo ainda concentrado e este foi posteriormente diluido para preparar a emulsdo que foram
completar os niveis da central de usinagem. Durante todo o monitoramento foram avaliados a
concentracdo dos ativos biocidas BIT e NBBIT para a preservagdo da emulsdo do fluido

semissintético.

4.1.COLETA DE AMOSTRAS

As amostras de emulsdes de MWF semissintéticos (Figura 1) foram coletadas
semanalmente (02 de fevereiro a 30 de agosto de 2016), periodo amostrado de sete meses, em
tanques de sete centrais de distribuicio contendo, aproximadamente 150 m® em metalirgica de
pecas para motores de veiculos no interior do estado de Sdo Paulo. As amostragens foram antes
da saida para as maquinas de usinagem. O MWF amostrado foi armazenado em frascos de 50
mL a 20-25°C até o momento da analise.

As andlises realizadas nas amostras foram: pH, concentragdo de ativos biocidas, contagem
de bactérias mesofilas aerdbias, fungos filamentosos, leveduras e presenca de bactérias
redutoras de sulfato (BRS).

Figura 1 - Exemplos de amostras de fluido para cortes de metais




4.2 DETERMINA(;AO DOS BIOCIDAS (NBBIT E BIT)

Todas as amostras coletadas foram avaliadas quanto a concentracdo de ativos biocidas
presentes. A determinacéo de ativos foi realizada foi realizada através cromatografia liquida de
alta performance (HPLC), pesando 0,5 g da amostra do fluido coletado em duplicata. Para o
preparo da solucéo, foram adicionados 10 mL de acetonitrila grau HPLC, e 0,25 mL de &cido
acético, agitou-se e recolheu-se o liquido sobrenadante filtrando com auxilio de membrana de
0,22 um. Foram preparadas solugdes estoque de ativo biocida para construgdo da curva padrao
utilizando o ativo biocida 1,2-benzisotiazolin-3-ona (BIT) (LONZA a, 2013) diluidos com
acetonitrila grau HPLC e &cido acético, ate total dissolugdo. Para o preparo do padrdo N-butil-
1,2-benzisotiazolin-3-ona (NBBIT), 500 ppm do ativo biocida foram diluidos em metanol
(LONZA b, 2013).

Calibrou-se o cromatografo liquido de alto desempenho (HPLC) (Waters 2695 Modelo
Alliance, EUA) com detector de UV 2489 operando em 318 nm e coluna Symmetry C18 (5um
4,6x250 mm), para BIT fase movel dgua:acetonitrila:metanol:acido acético (68:17:12:3) a 30°C
e para NBBIT fase mdvel 4gua:acetonitrila:metanol:acido acético (65:25:20:2,5) a 40°C ambos
por cerca de 30 minutos e injetou-se os padrdes e as amostras.

Para os célculos, foram comparados os cromatogramas obtidos com os padrbes e com as
amostras. Os picos que apresentaram resolucdes satisfatoria quanto a altura, forma e tempo de
retencdo, foram integrados ao cromatograma e avaliados através do Software instalado em

computador.

4.3. DETERMINAQAO MICROBIO]_OGICA EM AMOSTRAS DE,MWF
43.1. CONTAGEM DE BACTERIAS MESOFILAS AEROBIAS, FUNGOS

FILAMENTOSOS E LEVEDURAS.

O método de contagem em placa é o mais usado para monitorar MWF. Para a contagem
microbiana, as amostras de MWF foram diluidas em solucdo salina 0,85% e plaqueadas em
profundidade utilizando-se 0 meio de cultura TSA (&gar triptona de soja - Difco™ EUA) para
bactérias mesofilas aerdbias totais e meio de cultura SDA (&gar saboraud dextrose - Difco™
EUA) para fungos e leveduras.

As placas para determinacéo de bactérias foram incubadas a 35+2°C por um periodo de
48 horas e as placas para contagem de fungos e leveduras foram incubadas a 25+2°C por um

periodo de 7 dias, sendo analisadas apds 3-5 dias para o crescimento de leveduras.
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4.3.2 DETERMINACAO DA OCORRENCIA DE BACTERIAS REDUTORAS DE
SULFATO (BRS)

Devido a possibilidade de corrosdao no sistema de MWEF, a presenca de bactérias
redutoras de sulfato (BRS) foi determinada durante o periodo de 02 de marco a 19 de abril de
2016, nas setes centrais. BRS podem liberar sulfeto de hidrogénio (H2S) e ocasionar
biocorroséo de tubulagdes e tanques (VIDELA et al, 1992).

Em frascos de antibioticos de 10 mL, foram adicionados 9 mL de meio Sulfeto de
Hidrogénio, Indol e Mobilidade (SIM) e 1 mL de amostra de MFW. Os frascos foram fechados
com tampa de butila e lacrados com tampa de aluminio (Figura 3). Neste meio, o citrato ferroso
e o tiossulfato de sddio sdo usados para detectar a producdo de H-S, sendo a presencga de BRS
verificada pelo enegrecimento do meio (Figura 4 e 5).

O controle positivo foi feito com a inoculacdo de Desulfovibrio desulfuricans ATCC
7757, conhecido como redutor de sulfato.

Os frascos foram incubados por um periodo de 21 dias em estufa a 35°C (x 2°C).

Figura 3- - Amostras de fluido para corte de metais inoculadas em meio SIM
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Figura 5 - Enegrecimento do meio de cultura SIM como indicador de presenga de
BRS

Figura 3 - Escala de presenca de H2S nos meios inoculados com fluido. (+) presenga e (-)

auséncia

Fonte: ABNT ( NBR 16445, 2016)

4.4 DIVERSIDADE BACTERIANA EM MWF POR DGGE
4.4.1. ANALISE DAS COMUNIDADES BACTERIANAS POR PCR

Amostras dos fluidos no periodo de 02 de marco a 19 de abril de 2016 foram submetidas
a extracdo de DNA. O DNA gendmico total foi extraido com o kit PowerLyzer® PowerSoil®
DNA Isolation Kit de acordo com o protocolo do fabricante (MOBIO Laboratories, Inc., EUA).
Fragmentos do gene RNAr 16S foram amplificados pela técnica da reacdo da polimerase em
cadeia (PCR) utilizando os oligonucleotideos sintéticos 954f (5"- GCA CAA GCG GTG GAG
CAT GTG G- 3") e 1369r (5"-GCC CGG GAA CGT ATT CAC CG- 37) para bactérias (YU;
MORRISON, 2004).

A amplificacdo foi realizada em termociclador (Eppendorf, EUA) nas seguintes
condicBes: desnaturagdo inicial 94°C por 5 min; seguida por desnaturagdo 1,30 min a 94°C,
anelamento por 45 s a 38°C, extensdo 1 minuto a 72°C e extensdo final por 5 min a 72°C. O
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controle negativo da PCR foi realizado com todos os componentes da reacdo de PCR exceto o
DNA.

4.4.2 DGGE DE COMUNIDADES BACTERIANAS

Ao final da PCR, as amostras foram aplicadas em eletroforese de gel de agarose, (80 V
por 60 minutos com o marcador 1 kb). As bandas de DNA foram visualizadas em
transluminador com luz UV e, em seguida, foi desenvolvida a visualizacdo da diversidade
bacteriana da amostra pelo gel de eletroforese em gradiente desnaturante (DGGE).

O DDGE foi feito no equipamento DCode system (BIO-Rad, EUA). O gel foi feito de
poliacrilamida com gradiente desnaturante de 45% a 65%, preparado a partir de solugdes
estoque de poliacrilamida (6%), uma com 0% e outra contendo 100% dos agentes desnaturantes
(M de ureia 100% e de formamida deionizada 40%). Aguardou-se 3 horas para a
polimerizag&o. A eletroforese foi desenvolvida a 60°C, 60 V, por 18 horas. Terminada a corrida,
0 gel foi corado em nitrato de prata. Para coloracdo, o gel foi agitado por 30 min em solucao
fixadora (50 mL de etanol, 2,5 mL &cido acético glacial e completado para 500 mL agua
destilada), lavado com agua destilada, agitado 30 min em solucéo de nitrato de prata (0,48 g de
AgNOs e completado para 300 mL de agua destilada). Seguidamente foi colocada solucéo
reveladora (NaOH 7,5 M 30mL, formaldeido 2,25 mL, completado para 300 mL) apds alcancar
a coracdo desejada foi colocada solucao de parada (&cido acético glacial 15 mL e completado

para 50 mL). O gel foi lavado em &gua destilada e fotografado.

4.3.3 ANALISES ESTATISTICAS DOS PERFIS DO DGGE

Os perfis de bandas do DGGE foram analisados utilizando software Bionumerics versao
3,4 (Applied Maths, Bélgica). Os calculos de similaridades foram baseados no coeficiente de
correlacdo de Pearson. Por meio desses calculos foram desenvolvidas anélises de agrupamento

para formar os dendogramas (RECHE et al., 2005).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O pH das centrais foi monitorado durante todo experimento, mantendo-se na faixa de 8,1
a9,0.

Os resultados da contagem de fungos filamentosos néo foram incluidos nos gréficos, pois
nenhuma das amostras apresentou contagem acima do indice de deteccdo (<10).

Os ativos biocidas, BIT e NBBIT, utilizados na preservacdo das emulsdes durante esse
monitoramento, foram indicados pelo fabricante por serem compativeis com as caracteristicas
do MWEF e das pecas usinadas.

As concentracOes de BIT estiveram abaixo da recomendada pelo fabricante, no entanto,
na quarta semana de amostragem da central 4, a concentracdo desse ativo estava em 80 ppm,
sendo a Unica amostra dentro das recomendacdes de 50 a 200 ppm.

As concentracBes de NBBIT das centrais analisadas também, estiveram abaixo da
recomendada pelo do fabricante, foram observadas diferentes concentracdes durante as
semanas e centrais avaliadas sendo as menores concentracdes observadas na central 7 (<2 a 5
ppm). Nesta central foi observada presenca de BRS em todas as semanas amostradas.

Paulus (2004) descreveu que concentracdes NBBIT necessarios para controlar 0s
principais micro-organismos encontrados em MWF deve estar na concentracdo até 2.500 ppm
e para BIT entre 50 a 200 ppm.

N&do foram encontradas legislacdes brasileiras que descrevam limites para o uso de
biocidas nos fluidos para metalurgia. Cada montadora delimita 0 uso e concentracdes de
quimicos, de acordo com suas regulamentacgdes internas.

Segundo Trafny et al. (2015) a presenca de biocidas ndo reduziu a contagem de bactérias
nas fabricas analisadas devido provavelmente a resisténcia dos biofilmes. Esses autores
constataram formacdo de biofilmes em varias maquinas de usinagem e apontaram que a
presenca de biocida pode causar maior estresse ambiental para a comunidade bacteriana.

As Figuras 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12 apresentam os resultados de contagem de bactérias
mesofilas aerdbias totais (UFC/mL), leveduras (UFC/mL) e as concentragfes dos ativos em
ppm, no periodo de 29 semanas para cada central avaliada. Os dados de fungos filamentosos
ndo foram incluidos pois ndo houve crescimento em nenhuma amostra analisada. Os fungos
tais como Fusarium spp., Exophiala spp., Trichoderma spp. e Penicillium spp. ja foram
encontrados em MWF (TRAFNY et al., 2015; KAPOOR et al., 2014)

Durante o periodo monitorado as emulsdes de MWF demostraram grande variagdo na

contagem de micro-organismos, com maximo de 10 UFC/mL de micro-organismos.
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Para a central de usinagem 1, a contagem de micro-organismos apds a 32 semana de
monitoramento foi maior que 10° UFC/mL. A frequéncia das contagens para bactérias e
leveduras entre 10> UFC/mL foi de 41 e 44%, respectivamente. Para BRS, foi observada a
presenca em 57% das semanas monitoradas. As concentracdes dos ativos BIT foi de <2 a 34

ppm e NBBIT variaram de < 2 a 107 ppm (Figura 6).

Figura 6 — Concentracdo de ativos biocidas (ppm), contagem de bactérias mesofilas aerdbias
leveduras e presenca de BRS em fluido de corte para metais - central de usinagem 1. A auséncia
de barras no grafico indica valores inferiores ao limite de deteccdo da técnica de contagem (<
10 UFC/mL). A descontinuidade dos tragos indica as semanas onde ndo houve coleta de
amostras por inatividade da central monitorada. Tracos vermelhos acima das barras das

contagens indica as semanas onde foi monitorado BRS.
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A central de usinagem 2, foi monitorada por 27 semanas, apresentou contagens <10
UFC/mL na quinta semana de monitoramento e em 55% das amostras contagens entre 102 a
103, mas a contaminagdo atingiu contagens até 10° UFC/mL. Para leveduras, a contagem
maxima foi de 10* UFC/mL em 18% das amostras. Para BRS, esta central apresentou menor
contaminacéo, sendo 28% das amostras com resultados positivos. Quanto aos ativos biocidas

estes variaram de <2 a 98 ppm para NBBIT e de <2 a 10 ppm para BIT (Figura 7).

N-BBIT e BIT (ppm)



15

Figura 7- Concentracao de ativos biocidas (ppm), contagem de bactérias mesofilas aerobias
leveduras e presenca de BRS em fluido de corte para metais - central de usinagem 2. A auséncia
de barras no gréafico indica valores inferiores ao limite de deteccdo da técnica de contagem (<
10 UFC/mL). A descontinuidade dos tracos indica as semanas onde ndo houve coleta de
amostras por inatividade da central monitorada. Tragos vermelhos acima das barras das

contagens indica as semanas onde foi monitorado BRS.
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Durante as 26 semanas de monitoramento da central de usinagem 3 foi possivel verificar
que a contaminacdo esteve abaixo de 10° UFC/mL. Em 42% das amostras coletadas as
contagens estiveram entre 10> UFC/mL para bactérias enquanto que para leveduras, apenas
34% das amostras. Esta central apresentou a mesma porcentagem de presenca de BRS que a
central 2. A variagédo do ativo NBBIT foi de <2 a 103 ppm e de BIT de < 2 a 41 ppm (Figura
8)

Figura 8 - Concentracéo de ativos biocidas (ppm), contagem de bactérias mesofilas aerdbias
leveduras e presenca de BRS em fluido de corte para metais - central de usinagem 3. A auséncia
de barras no grafico indica valores inferiores ao limite de deteccdo da técnica de contagem (<
10 UFC/mL). A descontinuidade dos tragos indica as semanas onde ndo houve coleta de
amostras por inatividade da central monitorada. Tragos vermelhos acima das barras das

contagens indica as semanas onde foi monitorado BRS.
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A central de usinagem 4 foi monitorada somente por nove semanas devido a paralisa¢cdo

da usinagem. N&o foi constatado contagens acima de 10° UFC/mL para bactérias. Para

leveduras esse valor foi observado em 55% das amostras e 44% para bactérias, BRS estiveram

presentes em 71% das amostras. As concentracdes de NBBIT variaram de 14 a 62 ppm e de

BIT esta variacdo foi de < 2 a 80 ppm (Figura 9).

Figura 9 - Concentracao de ativos biocidas (ppm), contagem de bactérias mesofilas aerdbias

leveduras e presenca de BRS em fluido de corte para metais - central de usinagem 4. A auséncia

de barras no gréafico indica valores inferiores ao limite de deteccdo da técnica de contagem (<

10 UFC/mL). A descontinuidade dos tracos indica as semanas onde ndo houve coleta de

amostras por inatividade da central monitorada. Tragos vermelhos acima das barras das

contagens indica as semanas onde foi monitorado BRS.
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A Central de usinagem 5 foi monitorada por 29 semanas e apresentou contagens de até
10* UFC/mL em 27% das amostras de bactérias, tendo maiores contagens em 102 UFC/mL
(37%). As BRS tiveram presentes em 42% das amostras. Para leveduras foi observado em
apenas uma amostra contagem de 10°® UFC/mL. Para as demais semanas as contagens estiveram
em 102 UFC/mL (34%). Esta central foi a que apresentou concentragio minima de NBBIT de
15 ppm (a mais elevada para todas as centrais) e maxima de 109 ppm, porém para o ativo BIT

foi observado concentracdes de < 2 a 10 ppm (Figura 10).

Figura 10 - Concentracdo de ativos biocidas (ppm), contagem de bactérias mesdfilas
aerobias leveduras e presenca de BRS em fluido de corte para metais - central de usinagem 5.
A auséncia de barras no gréafico indica valores inferiores ao limite de deteccdo da técnica de
contagem (< 10 UFC/mL). A descontinuidade dos tracos indica as semanas onde ndo houve
coleta de amostras por inatividade da central monitorada. Tragos vermelhos acima das barras

das contagens indica as semanas onde foi monitorado BRS.

N-BBIT e BIT (ppm)
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A central de usinagem 6 foi monitorada por 29 semanas, apresentando contagens abaixo de
10° UFC/mL, para bactérias e apresentou maior semelhangas entre as contagens no periodo,
com 31% das amostras com 102 UFC/mL. Contagem de levedura de 106 UFC/mL foi observada
em uma amostra dessa central, nas demais semanas foi observada 31% de contagens com 102
UFC/mL. Né&o foram encontradas BRS em nenhuma amostra dessa central. A concentragao
méaxima de NBBIT encontrada em todas as analises de monitoramento foi observada nesta

central com 110 ppm e o ativo BIT a variacdo foi de < 2 a 11 ppm (Figura 11).

Figura 11 - Concentracdo de ativos biocidas (ppm), contagem de bactérias mesdfilas
aerobias leveduras e presenca de BRS em fluido de corte para metais - central de usinagem 6.
A auséncia de barras no gréafico indica valores inferiores ao limite de deteccdo da técnica de
contagem (< 10 UFC/mL). A descontinuidade dos tracos indica as semanas onde ndo houve
coleta de amostras por inatividade da central monitorada. Tragos vermelhos acima das barras

das contagens indica as semanas onde foi monitorado BRS.

N-BBIT e BIT (ppm)
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Na central de usinagem 7 foi monitorada durante 14 semanas, devido a paralisacdo da
central. As contagens de bactérias mesofilas aerdbias estiveram abaixo de 10° UFC/mL, e
contaminacio de 50% das amostras em 102 UFC/ mL. Apesar das contagens estarem menores
que nas demais centrais, a presenca de BRS foi em 100% das amostras. As contagens de
leveduras foram até 10° UFC/ mL em apenas uma amostra, nas demais as contagens estiveram
proximas 102 a 10* UFC/mL. Nesta central foi observada as menores concentracdes dos ativos
biocidas NBBIT (<2 a5 ppm) e BIT (<2 a2 ppm) (figura 12).

Figura 12 - Concentracdo de ativos biocidas (ppm), contagem de bactérias mesofilas
aerobias leveduras e presenca de BRS em fluido de corte para metais - central de usinagem 7.
A auséncia de barras no grafico indica valores inferiores ao limite de detec¢do da técnica de
contagem (< 10 UFC/mL). A descontinuidade dos tracos indica as semanas onde ndo houve
coleta de amostras por inatividade da central monitorada. Tracos vermelhos acima das barras

das contagens indica as semanas onde foi monitorado BRS.

N-BBIT e BIT (ppm)
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A central 6 foi a que apresentou maiores concentraces de NBBIT com maximo de 110
ppm. Nesta central ndo foi detectada a presenca de BRS, no periodo de monitoramento e as
concentracdes de NBBIT estiveram entre 87 — 110 ppm, sendo as mais elevadas no periodo.
Apesar desta constatacdo ndo foi possivel encontrar uma relagdo direta das concentracdes dos
ativos e a presenca de BRS na central. As BRS sao representadas por diversas espécies sendo a
maioria anaerdbia. A presenca de BRS pode estar associada a corrosao e formacéo de biofilmes.
Estudos isolaram BRS do género Citrobacter em emulsées de MWF (Zhang et al., 2015).

Durante o levantamento bibliografico foram reportadas por Khan; Yadav (2004) em 20
amostras de MWF contagens de bactérias proximas as obtidas no presente trabalho (10* a 10°
UFC/mL). Di Mairuta; Rifenacht; Kienzi (2017) afirmaram que apesar da contagem de micro-
organismos em placa ser o método mais usado, os resultados obtidos podem estar subestimados
tanto quanto a densidade quanto em diversidade.

Alguns micro-organismos podem ndo crescer nas condi¢Ges impostas. Os autores
utilizam sequenciamento massivo de DNA e observaram a predominancia de Pseudomonas em
todas as amostras. Lodders e Kampfer (2012) demostraram em seu estudo que o potencial da
contaminacio de uma emulso pode chegar a 108 UFC/mL para bactérias. Salmeen et al. (1987)
descreveu contagens maiores atingindo até 10° UFC/mL. Kapoor et al. (2014) obtiveram
contagens bacterianas de 107 a 10'° UFC/mL e observaram que a limpeza ndo foi capaz de
eliminar a contaminag&o, provavelmente ha formacéo de biofilmes no sistema e estes ndo foram
removidos durante a procedimento de limpeza. A adigéo de biocida ndo afetou imediatamente
na reducdo de contagens bacterianas, indicando dessa forma que este apresentava efeito
bacteriostatico e ndo bactericida como esperado. Trafny et al. (2015) avaliaram a contagem de

N-BBIT e BIT (ppm)
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bactérias em 10 plantas industriais da Poldnia e observaram que 30% dessas excederam a
contagem de 10® UFC/mL e que em algumas maquinas de usinagem chegou a 108 UFC/mL.
Foram selecionadas trés centrais para analise de PCR / DGGE, de acordo com a
concentracdo de ativos, onde foram escolhidas centrais com maiores concentracdes (central 1),
concentra¢fes medianas (central 3) e baixas (central 7). Também fez parte da escolha, centrais
com contaminacdes acima de 10* (Centrais 1 e 7), entre 102 a 10° (Central 7) e centrais com

contagens <10 (Central 3), como quanto a presenca e auséncia de BRS (Tabela 1).

Tabela 1. Amostras selecionadas para extracdo de DNA, PCR/DGGE

Central / Contagem de micro- | Presenca/ Biocidas
Data da organismos viaveis Auséncia ppm
coleta Bactéria | Levedura | deBRS N-BBIT | BIT
02.03 7,8.10° 1,2,10° + 96 4
Cl| 22.03 4,5.10° 3,4.10* - 107 32
12.04 4,3.10° <10 - 61 24
02.03 3,4 .10 <10 + 30 5
C.3| 2203 <10 <10 - 37 14
12.04 <10 <10 - 102 13
02.03 2,3.104 5,4. 10 + <2 <2
22.03 | 5,6.10° 3,4.10° + <2 <2
C.7 | 30.03 2,3.10? 4,3.10° + <2 <2
05.04 4,3.10° 2,3.10° + 7 2
12.04 2,3.10° 2,3.10° + 5 <2

(+): Presenca de bactérias redutoras de sulfato

(-): Auséncia de bactérias redutoras de sulfato

Fonte: elaborado pela autora
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As bandas de DGGE estdo apresentadas em um dendograma usando a correlagéo de
Pearson (Figura 13), o agrupamento utilizado para essa analise de diversidade genética entre os
perfis foi 0 método da ligacdo média entre grupos ou UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean). N&o foi possivel equiparar a presenca de bandas especificas para
géneros ou espécie, no entanto, notou-se baixo nimero de bandas (menor que 20) quando
comparada a amostras de solo ou lodos bioldgicos. Essa baixa diversidade pode ser reflexo da
natureza seletiva do MWF (VAN DER GAST et al., 2003) e a presenca de ativos biocidas.
Observou-se elevada similaridade (maior que 86%) entre todas as amostras analisadas. Maiores
similaridades foram observadas entre as centrais C1-02.03 e C7 05.04 (98%) e C7- 22.03 e C7-
02.03 (97%). Essa elevada similaridade encontrada em todas as amostras analisadas indica que
a comunidade bacteriana é muito similar devido as condi¢bes de operacdo como pH,
temperatura, MWF e biocidas utilizados. Néo foi possivel estabelecer uma correlacdo entre 0s

perfis de bandas e as contagens microbianas e concentracdo de biocidas.

Figura 13 — Agrupamento (UPGMA) dos perfis de bandas de DGGE usando correlacdo de
Pearson para comunidades bacterianas de MWF das centrais 1, 3 e 7 em diferentes dadas de

coleta.
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Van der Gast et al. (2003) analisaram as amostras de MWF por meio de DGGE e
observaram baixa diversidade de bactérias (nimero de bandas menor que 10).

Trafny et al. (2015) atribuem que algumas bactérias presentes no MWF possam néo
crescer em meio sélido usado e dessa forma ndo serem detectadas na contagem. Observaram
ainda que houve maior diversidade de bactérias em MWF com biocidas, e que isso pode ser um
fator importante na preservacéao funcional da comunidade bacteriana em condi¢des ambientais
hostis.

Segundo Kapoor et al. (2014) métodos moleculares independentes do cultivo tais como
DGGE combinados com outros métodos de identificacdo, podem ser usados em MWF pois é
necessario compreender tanto as fragdes cultivaveis, quanto nao cultivaveis; bem como a
estrutura da comunidade microbiana total. Os autores avaliaram MWF sintético apds recarga e
limpeza por 65 semanas. As contagens bacterianas foram bastante elevadas e observadas
mesmo apos a limpeza. O gPCR confirmou a prevaléncia de 6 grupos potencialmente
patogénicos: pseudomonas, bactérias entéricas, micobacteria, legionella, actinomicetes e
fungos. O DGGE revelou uma riqueza bacteriana de 23 bandas por amostra. Segundo Van der
Gast et al (2002) o MWEF exerce uma pressao seletiva, que favorece distintas populacoes de
bactérias e dessa forma baixa diversidade.

No trabalho de Di Mairuta, Rifenacht; Kienzi (2017) foi comparada a diversidade
microbiana de MWF com e sem biocidas. A diversidade microbiana foi muito semelhante,

porém ndo idéntica.

6. CONCLUSOES

O monitoramento realizado pode demonstrar a susceptibilidade dos fluidos de corte e seu
grande potencial de proliferacdo dos micro-organismos.

Constatou-se que as concentracOes de biocidas presentes no MWF estavam abaixo do
indicado pela literatura e isso pode ter contribuido para o crescimento tanto de bactérias
mesofilas aerdbias e redutoras de sulfato quanto leveduras. O presente estudo ndo deprecia a
qualidade dos biocidas usados na empresa, ao contrario recomenda-se maior aten¢do nas
dosagens dos aditivos biocidas, para que estes possam controlar 0S micro-organismos.

Considera-se prematuro afirmar que, o uso de biocidas abaixo da recomendacdo possa
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contribuir para resisténcia dos micro-organismos, uma vez que outros estudos precisam ser
realizados.

A presenca de BRS na maioria das centrais indica potencial de biocorroséo.

A diversidade bacteriana parece ser muito similar entre as centrais.

Recomenda-se também a verificacdo de formacao de biofilmes em maquinas e tubulacdes
e que limpezas periddicas seja feita nas maquinas e também proximo ao local de usinagem para

reduzir a contaminagéo.
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APENDICE A
Tabela 2. Resultados das contagens de micro-organismos aerobios e ativos NBBIT e BIT no periodo de 02/02/2016 a 24/05/2016.
02/fev  16/fev  22/fev | 02/mar 08/mar 22/mar 30/mar O05/abr 12/abr  19/abr I 26/abr  03/mai  10/jun  17/mai  24/mai
Bacteria
Al <10 102 12 7,84E+05 | 7,30E+05 | 4,50E+05 | 3,46E+05 | 7,45E+05 | 4,30E+05 | 2,50E+04 | 1,52E+03 | 1,20E+02 | 2,54E+03 | 1,82E+03 | 9,34E+02
A2 - - 12 6,70E+04 <10 3,40E+04 | 5,60E+04 | 5,60E+04 | 3,20E+04 | 1,40E+05 | 2,40E+04 | 3,56E+02 | 1,02E+02 | 4,85E+02 | 8,28E+02
A3 - - <10 3,40E+04 | 2,30E+04 <10 5,60E+04 <10 <10 1,20E+02 | 2,56E+03 | 5,60E+02 - 1,37E+03 | 1,23E+04
A4l <10 241 65 5,30E+04 | 5,40E+04 | 3,50E+04 | 5,60E+04 <10 2,35E+03 - - - - - -
A5 102 221 <10 2,07E+04 | 6,70E+04 | 6,70E+04 | 3,90E+04 | 6,72E+04 | 3,56E+04 | 1,20E+04 | 1,20E+03 | 1,84E+02 | 2,50E+02 | 1,20E+02 | 1,25E+03
A.6 25 358 540 1,30E+04 <10 9,80E+01 | 2,37E+02 <10 3,40E+04 | 2,51E+02 | 2,58E+04 | 1,01E+02 | 1,32E+04 | 5,60E+02 | 1,47E+03
A7 - - 338 2,30E+04 | 4,50E+02 | 5,60E+02 | 3,24E+02 | 2,30E+03 | 4,30E+03 | 6,54E+03 | 2,50E+03 | 1,10E+04 | 1,20E+03 | 1,05E+02 | 9,52E+02
Levedura
Al <10 1,50E+02 | 1,24E+03 | 1,20E+03 | 2,32E+04 | 3,40E+04 <10 <10 <10 1,50E+02 | 4,25E+02 | 7,86E+02 | 3,50E+02 | 7,08E+02 | 5,23E+02
A2 - - 3,54E+03 | 2,34E+03 <10 <10 1,00E+01 <10 <10 <10 7,79E+02 | 8,30E+02 <10 2,96E+02 | 2,90E+02
A3 - - 1,61E+03 <10 4,30E+04 <10 5,60E+04 <10 <10 <10 <10 9,40E+01 - 8,10E+02 | 6,69E+04
A4 <10 3,32E+02 | 1,70E+03 | 2,30E+04 | 2,60E+04 | 3,10E+04 | 5,60E+04 <10 4,50E+04 - - - - - -
A5 <10 6,36E+02 | 1,70E+02 <10 4,20E+06 <10 <10 1,80E+04 <10 <10 9,28E+02 <10 <10 6,30E+01 <10
A.6 <10 4,80E+02 | 9,10E+01 <10 4,56E+06 <10 4,50E+03 <10 <10 <10 3,58E+02 | 2,57E+02 | 8,10E+02 | 6,72E+02 | 3,91E+03
A7 - - 5,80E+01 | 5,41E+04 | 4,30E+04 | 3,40E+05 | 4,32E+03 | 2,30E+03 | 1,80E+03 | 1,50E+03 | 2,51E+04 | 9,14E+02 | 7,60E+01 | 4,57E+02 | 2,30E+02
NBBIT
Al 20 85 91 96 105 107 53 60 61 63 55 52 50 47 45
A2 - - 40 45 60 55 69 87 920 89 75 78 75 76 65
A3 - - 36 30 48 37 57 100 102 103 95 90 - 81 76
A4l 62 60 46 35 28 29 17 14 15 ND - - - - -
A5 38 40 37 28 33 32 34 43 41 40 33 30 20 21 20
A.6 88 75 88 100 110 109 87 92 95 96 85 80 77 73 75
A7 - - <2 <2 <2 <2 <2 7 5 5 <2 <2 <2 <2 <2
BIT
Al 13 5 5 4 16 32 18 34 24 25 20 18 13 10 8
A2 - - 6 5 19 14 <2 28 22 23 18 15 11 12 6
A3 - - 11 2 41 16 19 19 13 10 11 10 - 7 5
A4 4 <2 <2 80 35 36 8 2 <2 ND - - - - -
A5 18 7 13 3 8 6 <2 4 <2 <2 <2 <2 5 4 4
A.6 <2 <2 2 <2 <2 <2 <2 11 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
A7 - - <2 <2 <2 <2 <2 2 <2 <2 <2 <2 <2 2 <2

Fonte: elaborado pela autora
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APENDICE B
Tabela 3. Resultados das contagens de micro-organismos aerobios e ativos NBBIT e BIT no periodo 31/05/2016 a 30/08/2016.
31/mai  07/jun  14/jun  21/jun  28/jun 05/jul 12/jul 10/jul 26/jul  02/ago 09/ago 16/ago 22/ago  30/ago
Bacteria
Al 1,22E+04 | 1,81E+03 | 2,41E+03 | 1,50E+04 | 1,93E+02 | 1,71E+02 | 2,48E+02 | 1,19E+02 | 1,22E+02 | 2,14E+02 | 2,12E+02 | 2,54E+03 | 1,82E+02 | 1,00E+02
A2 3,57E+02 | 3,67E+02 | 1,24E+02 | 8,80E+02 | 1,83E+02 | 2,38E+02 | 1,06E+02 | 1,62E+02 | 2,33E+02 | 1,33E+02 | 2,40E+02 | 1,20E+03 | 2,55E+04 | 1,90E+03
A3 |[2,55E+04 [ 1,76E+04 | 2,77E+02 | 2,25E+02 | 1,89E+02 | 1,936+02 | 1,296+02 | 1,276+02 | 2,21E+02| <10 | 6,20E+01 | 2,60E+01 | 1,40E+02 | 4,65E+02
A4 - - - - - - - - - - - - - -
A5 4,81E+02 | 7,43E+02 | 1,07E+03 | 2,56E+04 | 7,70E+01 | 1,43E+03 | 1,42E+02 | 1,16E+02 | 2,02E+02 | 2,33E+02 | 1,20E+01 | 8,40E+01 | 1,43E+02 <10
A.6 1,65E+04 | 1,57E+03 | 1,84E+04 | 1,30E+03 | 2,12E+03 | 1,80E+03 | 1,93E+02 | 2,26E+03 | 1,88E+02 | 3,60E+04 | 1,25E+03 | 1,50E+03 <10 1,03E+03
A7 |7,37E+02 - - - - - - - - - - - - -
Levedura
Al 2,32E+02 | 6,21E+03 | 9,10E+02 | 5,65E+03 | 5,69E+02 | 4,73E+02 | 6,16E+03 | 1,32E+04 | 5,87E+02 | 6,16E+04 | 3,47E+04 | 3,73E+03 | 5,51E+02 | 1,72E+03
A2 4,50E+01 | 3,00E+01 | 9,98E+02 | 1,70E+02 | 5,00E+02 | 3,63E+02 | 2,87E+02 | 1,66E+04 | 2,16E+02 | 1,71E+04 | 1,39E+04 | 1,85E+03 | 3,54E+04 | 4,53E+04
A3 3,67E+02 | 1,85E+04 | 9,74E+02 | 4,06E+02 | 3,18E+02 | 6,60E+02 | 6,76E+04 | 3,20E+04 <10 <10 1,24E+02 <10 3,06E+02 | 8,72E+02
A4 - - - - - - - - - - - - - -
A5 4,50E+01 | 2,70E+01 | 4,20E+01 | 3,53E+02 | 3,36E+02 | 5,13E+02 | 1,46E+02 | 3,66E+02 | 8,26E+02 | 4,40E+04 | 4,01E+02 | 3,40E+01 | 3,50E+01 | 1,40E+01
A6 6,66E+02 | 8,22E+03 | 3,28E+03 | 1,35E+03 | 5,37E+02 | 2,45E+02 | 5,74E+03 | 2,52E+04 | 5,13E+02 | 3,11E+04 | 2,84E+04 | 4,82E+04 <10 3,40E+04
A7 3,30E+01 - - - - - - - - - - - - -
NBBIT
Al 40 45 48 50 15 12 10 13 10 <2 <2 <2 20 15
A2 67 98 95 93 55 51 50 50 47 45 40 <2 15 17
A3 74 53 55 48 34 13 17 33 10 <2 <2 27 22 25
A4 - - - - - - - - . - - - - -
A5 20 109 100 97 77 77 80 74 77 15 17 23 20 27
A.6 70 53 50 55 25 25 20 23 20 60 55 <2 70 69
A7 <2 - - - - - - - - - - - - -
BIT
Al 6 <2 3 3 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 11 3 <2
A2 7 7 6 6 4 3 2 <2 <2 <2 <2 10 3 <2
A3 3 <2 <2 <2 <2 <2 7 <2 9 <2 <2 <2 <2 <2
A4 - - - - - - - - - - - - - -
A5 4 <2 <2 <2 <2 <2 10 8 10 <2 <2 3 <2 2
A.6 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 5 45 45
A7 <2 - - - - - - - - - - - - -

Fonte: elaborado pela autora
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