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RESUMO

ALMEIDA, Darcy Muniz “Bactérias no Canal de Transferéncia de Combustivel e na
Piscina de Combustivel Usado da Usina Nuclear de Angra 1”. Dissertacdo
(Mestrado em Engenharia Ambiental) — Escola de Quimica, Escola Politécnica,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

As Usinas Nucleares no mundo estdo em processo de extensdo da sua vida
atil de 40 para 60 anos de operacgdo. A Usina Nuclear de Angra 1, com esta finalidade,
vem realizando uma reavaliacdo de engenharia em todo seu projeto. A PCU -
Piscina de Combustivel Usado é uma das areas a serem estudadas visando
demonstrar sua integridade e capacidade de armazenamento dos elementos
combustiveis de forma segura e possibilitar o prolongamento da vida util da usina.
Microrganismos que se desenvolvem no “liner” do CTC - Canal de Transferéncia de
Combustivel e na PCU de uma usina podem formar filmes bacterioldgicos resistentes
a alta radiacdo. Ocorréncias desse tipo ja foram observadas em unidades de paises
como: Republica Eslovaquia, Canada (IAEA, 1997) e Espanha (SARRO et. al., 2005
e CHICOTE et. al., 2004), até 0 momento nenhum estudo desse tipo foi realizado no
Brasil. Este trabalho pretende a partir da interpretacédo das analises bioldgicas obter o
inventario de microrganismos presentes e direcionar as acdes preventivas para mitigar
o crescimento das possiveis bactérias que venham a prejudicar a qualidade da agua
e/ou integridade do “liner”. Com esse conhecimento sera possivel avaliar a eficacia ou
a possivel reavaliacdo da metodologia de analise e tratamento da agua da piscina.
Foram coletadas 14 amostras na superficie do revestimento do CTC, da PCU e nos
drenos do ECB - Edificio de Combustivel de Angra 1. Parte das amostras foram
utilizadas para o crescimento e isolamento de bactéria em meio de cultura e posterior
identificacdo pelo sequenciamento do gene 16S rRNA por método de Sanger.
A outra parte foi empregada em uma analise de metagenoma por sequenciamento
randémico (Shotgun). Foi identificado um total de 12 filos crescendo no “liner”’do CTC,
da PCU e nos drenos do ECB (Acidobacteria; Actinobacteria; Bacteroidetes;
Clamidiae; Clorobi; Cloroflexi; Cianobacteria; Deinococcus-Thermus; Firmicutes;
Planctomicetos;  Proteobacteria; Verrucomicrobia; entre  organismos nao

classificados). A bactéria A. xylosoxidans isolada nas culturas é comum no ambiente,



recomenda-se a monitoracdo periddica para avaliar sua evolugéo e analisar medidas
preventivas se necessario visando ndo comprometer o ambiente nesse local e suas
adjacéncias. As bactérias resistiram e sobreviveram a exposicdo a radiacdo de
0,416 Gy/h (alta radiacdo). A acao corrosiva de bactérias em superficies do “liner”
deve ser vista com cuidado, no entanto, ndo foi encontrada na literatura que as
espécies identificadas oferecam esse tipo de risco, esse fato é corroborado pelo baixo
acumulo de agua nos drenos. Deve-se aprofundar estudos para a certificacdo de
inexisténcia de corrosdo da superficie dos ‘liners”. O método de Sequenciamento
Randbdmico (shotgun) e a utilizacdo do Sequenciador lon Torrent PGM, apesar de
serem caros, apresentam um resultado rapido e confiavel para a identificacdo dos
microrganismos. Os dados indicam que o método de andlise e tratamento da agua da
piscina sdo adequados, uma vez que 0S microrganismos nhao apresentaram

crescimento excessivo.

Palavras-chave: Bactérias. Usina Nuclear. Piscina de Combustivel Usado.



ABSTRACT

ALMEIDA, Darcy Muniz "Bacteria in the Fuel Transfer Channel and in the
Spent Fuel Pool of from the Nuclear Power Plant Angra 1". Dissertation
(Master in Environmental Engineering) — School of Chemistry, Polytechnic School,
Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

The nuclear power plants in the world are in the process of extending its useful
life of 40 to 60 years of operation. Angra 1 Nuclear Power Plant, for this purpose,
has been carrying a revaluation of engineering throughout your project. The SFP -
Spent Fuel Pool is one of the areas to be studied in order to demonstrate their integrity
and storage capacity of the fuel elements securely and enabling the extension of the
useful life of the plant. Microrganisms that develop in the liner FTC -
Fuel Transfer Channel and SFP a plant can form bacteria resistant films to high
radiation. Instances of this type have already been observed in countries such as
Canada, Slovakia Republic (IAEA, 1997) and Spain (SARRO et. al., 2005 and
CHICOTE et. al., 2004), until this date no study of this kind was held in Brazil.
This study intend from the interpretation of biological analyses and obtain the inventory
of microrganisms present to direct the preventive actions to mitigate the growth of
bacteria that may impair water quality and/or integrity of the liner. With this knowledge
it will be possible to assess the effectiveness or the possible reassessment of the
methodology of analysis and treatment of the pool water. The 14 samples were
collected on the surface of the lining of the FTC, the SFP and the drains of the FB -
Fuel Building of Angra 1. A portion of samples was used for growth and isolation of
bacteria in culture medium and subsequent identification by 16S rRNA gene
sequencing by Sanger method. The other part was employed in a metagenoma
analysis by random sequencing (Shotgun). It was identified a total of 12 phyla growing
in the liner FTC, the SFP and the drains of the FB (Acidobacteria; Actinobacteria;
Bacteroidetes; Chlamydiae; Chlorobi; Chloroflexi; Cyanobacteria; Deinococcus-
Thermus; Firmicutes; Planctomycetes; Proteobacteria; Verrucomicrobia; between
organisms not classified). A. xylosoxidans isolated in cultures is common in the
environment, it is recommended that periodic monitoring to assess its evolution and
review preventive measures if necessary in order to not compromise the environment

at that location and its surroundings. The bacteria resisted and survived the exposure
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to radiation of 0.416 Gy/h (high radiation). The corrosive action of bacteria on surfaces
of "liner" must be viewed with caution, however, was not found in the literature that the
species identified offer that kind of risk, at this moment, this fact is borne out by the low
accumulation of water in the drains. Must deepen studies for certification of absence
of corrosion of the surface of the liners the Random Sequencing method (shotgun) and
the use of the Sequencer lon Torrent PGM, despite being expensive, have a fast and
reliable result for the identification of microrganisms. The data indicate that the method
of analysis and treatment of the pool water are suitable, since microrganisms did not

show excessive growth.

Keywords: Bacteria. Nuclear Power Plant. Spent Fuel Pool.
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1 INTRODUCAO

Todas as fontes de energia sdo importantes e devem ser exploradas por
guestbes estratégicas. A energia nuclear vem, nos ultimos anos, se tornando uma
opcdo importante na geracdo de energia elétrica no mundo, principalmente por ser
considerada uma fonte de geragcéo de energia limpa. A vida util de uma usina nuclear
(Quadro 1) é de 40 anos tem como expectativa 90% de fator de capacidade, ou seja,
alto rendimento durante operacédo, acrescentando o fato de que as usinas estdo em
processo de extensdo da sua vida util para 60 anos, esses sao fatores positivos e
bastante competitivos comparados com as demais fontes geradoras de energia.

Quadro 1: Vida Util X Fator de Capacidade das Fontes de Energia

HIDRELE- GAS

UNIDADE o = mre \atupal | NUCLEAR CARVAO | BIOMASSA EOLICA OLEO
CUSTO OVERNIGHT | (US$/kW) 2000 * ) *) 600 1.800 1000
VIDA UTIL DA
TSI (anos) 40 25 40 40 25 25 25
FATOR DE .
CAPACIDADE (%) 55 60 90 68 45 40 2%
CUSTOS FIXOS DE (Uss/
OaM W-an0) 25 15 56 40 25 20 27
CUSTOS VARIAVEIS | g why | 2,30 410 420 4,00 420 170 6,50
DE 0&M
CUSTO DO (Uss/
COMBUSTIVEL MMBL) na. 4 0,72 260 10,55 na. 13,94

(*) o custo overnight de gas natural, nuclear e carvao foi determinado em funcdo das condicdes de cada cenério

Fonte: FGV Projetos, 2013.

A matriz energética nuclear mundial conta com 442 usinas em operacao,
equivalentes a 15%. Segundo a Power Reactor Information System e World Nuclear
Association estdo em construcdo 66 usinas nucleares no mundo, com previsdo de
expansdo da matriz energética para 25% até 2050 com a construcdo de 542 novas

usinas.



No mundo existem 442 usinas em operac¢ao. Dentre os 31 paises que possuem

usinas nucleares, 12 possuem usinas em constru¢do e 6 planejam construir novas

usinas. A China pretende se destacar na producdo de energia através de usinas

nucleares com 27 em construcao e 197 novas usinas. Outros paises ndo detentores

de usinas nucleares planejam 140 novas usinas. O Quadro 2, a seguir, sintetiza de

forma objetiva a evolugcdo da matriz energética no mundo, varios paises estdo

investindo macicamente na energia nuclear até 2050.

Quadro 2: Situacdo das Usinas Nucleares no Mundo

Paises

Africa do Sul

Alemanha

Arabia Saudita

Argentina

Arménia

Bélgica

Belarus

Brasil

Bulgaria

Canada

China

Emirados Arabes Unidos

Eslovaquia

Eslovénia

Espanha

Estados Unidos da América

Finlandia

Franga

SITUAGAO DAS USINAS NUCLEARES NO MUNDO

Novas

Paises

o

Hungria

india

Irdo DE

Japdo

Meéxico

Paises Baixos

Paquistao

Reino Unido

olo|o|o(o|o|~|OC

Republica Checa

o

Republica da Coréia

197

Roménia

Russia

Suécia

Suica

Taiwan, China

Ucrania

Outros Paises

Total

Fonte: AIEA/PRIS - Power Reactor Information System e World Nuclear Association, 2016.

Desde o inicio da geracdo nucleo elétrica estdo sendo produzidos e

acumuladas grandes quantidades de combustiveis irradiados em varios paises.

Por conta deste cendrio novas instalacdes de reprocessamento ja foram construidas,

porem varios paises estao investigando como opcédo a ampliacdo do armazenamento

do combustivel irradiado antes do reprocessamento ou sua eliminacao (IAEA, 1997).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ENERGIA NUCLEAR NO BRASIL

No Brasil a Central Nuclear Almirante Alvaro Alberto (CNAAA) conta com duas
usinas em operacdo (Figura 1). A primeira € Angra 1, que entrou em operacgao
comercial em 1985 e tem poténcia de 640 megawatts. A outra € Angra 2, que comegou
a operar em 2001 e cuja poténcia € de 1.350 megawatts. Para os proximos anos,
esta prevista a entrada em operacéo de Angra 3, de 1.405 megawatts, que estd com
as obras em andamento. A usina sera uma réplica de Angra 2, mas incorporando 0s
avancos tecnolégicos desenvolvidos desde a construcdo da segunda usina do
complexo de Angra. Estas usinas sdo uma importante contribuicdo para a matriz
elétrica brasileira. Juntas, geram o equivalente a um terco do consumo de energia
elétrica do estado do Rio de Janeiro. Elas também representam 3% da geracdo
nacional (ELETRONUCLEAR, 2016).

Angra 3

Angra 2
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Figura 1: Vista Aérea da Central Nuclear Almirante Alvaro Alberto
Fonte: ELETRONUCLEAR (2016).



As usinas nucleares sdo usinas térmicas, que operam com base na geracao de
calor da fissdo do uranio. (ELETRONUCLEAR, 2016).

A oferta da energia no sistema elétrico tem uma dindmica no custo de geracéo,
com diversas variaveis entre elas as condi¢des climaticas. A Figura 2 compara as
diversas fontes de energia e o0 seu pre¢co médio. No caso de Angra 1 e Angra 2 o valor
de R$ 144,57/MWh (vigente durante o ano de 2012) e de Angra 3 de R$ 179,44/MWh
(Atualizacdo de Novembro/2012) demonstra um preco meédio de venda bastante

competitivo no mercado na ocasiao.

Preco Médio de Venda por Fonte (R$/MWh)
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Figura 2: Grafico preco médio de venda por fonte de energia
Fonte: IPCA (Nov/2012).



5

Anualmente as Usinas Nucleares no mundo sao avaliadas em relagéo ao fator
de disponibilidade no sistema durante a operagéo da planta, ou seja, tempo em que a
Usina esteve disponivel para gerar 100% de sua capacidade (Figura 3).

As Usinas de Angra 1 e 2 no periodo de 2010 a 2012 estiveram entre as
melhores do mundo, em 3° lugar com 90,5%, em 2011 Angra 2 bateu o recorde de
geracdo em ano sem “parada de recarregamento” com 95,7% em 2012 Angra 2
quebrou o recorde de geracdo em ano com parada com 92%, em média entre
442 usinas em operacao IPCA (Nov/2012).



Fator de Disponibilidade (por pais Angra 1 e 2 — Fonte AIEA)
Energy Availability Factor «

Includes all reactors that were in commercial operation within 2010 and 2012
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Figura 3: Fator de Disponibilidade de energia.
Fonte: AIEA/PRIS - Power Reactor Information System e World Nuclear Association (2012).



2.2 PISCINA DE COMBUSTIVEL USADO (PCU)

A usina nuclear de Angra 1 tem um tipo de reator de agua pressurizada,
ou seja, PWR (Pressurized Water Reactor), que utiliza como combustivel pastilhas de
uranio 235 enriquecido entre 3 a 5% dentro das varetas dos 121 elementos
combustiveis (cada elemento combustivel tem um arranjo de 16x16=256 varetas e
4 metros de altura), para geracéo de energia elétrica, que séo posicionados no nucleo
do reator a partir da fissdo nuclear. No entanto, apdés um certo tempo os elementos
combustiveis passam a nao serem eficazes para produzir energia. Estes elementos
combustiveis sdo substituidos em um processo conhecido como parada para
reabastecimento, ou seja, substituicAo por combustiveis novos. O combustivel
irradiado permanece termicamente e radiologicamente ativo, sendo necessaria a
transferéncia do elemento combustivel do nucleo do reator, localizado no ERE —
Edificio do Reator através do Sistema de Transferéncia de Combustivel,
passando pelo tubo de transferéncia de combustivel, para o armazenamento nas
1252 células dos racks supercompactos no fundo da PCU - Piscina de Combustivel
Usado, localizada no ECB - Edificio do Combustivel. A 4gua da piscina tem duas
funcdes: protege contra a radiacdo, e contribui para o resfriamento do combustivel.
A qualidade da agua deve estar em conformidade com requisitos rigorosos de pureza
e claridade permitindo que o0s operadores possam manusear 0S elementos
combustiveis irradiados e novos (ELETRONUCLEAR, 2014).

As instalagbes das piscinas sdo estruturas macicas de concreto armado,
podem considerar-se dois métodos principais de revestimentos: aco inoxidavel ou com
uma resina de epoxi. O material do “liner” da PCU e do CTC - Canal de Transferéncia
de Combustivel das Usinas de Angra € o aco inoxidavel de qualidade estrutural e a
resisténcia a corrosdo justifica plenamente sua utilizacdo em contato com a agua
borada (ELETRONUCLEAR, 2014).

O armazenamento em piscinas com agua borada revestido com aco inoxidavel
€ uma tecnologia predominante, entretanto o armazenamento seco, com revestimento
de epoxi, vem sendo bastante utilizado por muitos paises considerando o longo prazo
de armazenamento. Analises de tecnologias de armazenamento secos e umidos de
combustivel irradiado séo realizadas por 16 organizagdes que representam 13 paises
(Canada, Finlandia, Franca, Alemanha, Hungria, Republica da Coréia, Japao,

Federacao Russa, Eslovaquia, Espanha, Suécia, Reino Unido e EUA) (IAEA, 1997).



Desde o inicio da utilizacdo do armazenamento em piscinas, foram relatados
vazamentos, pelas juntas de solda do “liner” nos diferentes paises. (IAEA, 1997).
O Japéao desenvolveu um sistema de solda subaquatico para reparo do “liner” de aco
inoxidavel sem esvaziar a piscina. Este sistema foi testado com sucesso em uma
simulacdo completa, na fabrica (IAEA, 1997). No Canada, tém sido desenvolvidas
técnicas para reparacdo subaquética de defeitos tanto em aco inoxidavel quanto em
revestimentos de epoxi. Usando um epOxi de cura subaquatica, um vazamento foi
reparado com sucesso tanto para o aco inoxidavel quanto em revestimento de epoxi
(IAEA, 1997). Na Franca as soldas dos ‘liners” foram 100% radiografadas durante a
construcdo. Um monitoramento permanente das costuras soldadas, através de
inspecédo de Raio X foi realizado afim de localizar e Identificar qualquer irregularidade
durante a operacgéo (IAEA, 1997). Na Hungria, foi observado vazamento no “liner” das
piscinas de combustivel irradiado da Unidade 1. Originalmente haviam soldas nos
painéis retangulares, que desenvolveram micro trincas devido as forgas ciclicas
(esforcos dinamicos). Uma parte dos painéis do “liner” da piscina foi substituida no
passado. Presume-se que 0s vazamentos sdo antigos, possivelmente da parte dos
painéis ndo substituidos, na época especulou-se que o “liner” nao foi totalmente
reparado. Em 1992, foi constatado vazamento na Unidade 1, durante monitoramento,
foi observado um vazamento entre 20 a 600 L/h. J& na Unidade 2 foi observado um
vazamento entre 7 a 8 L/h. Nao foram observados vazamentos nos “liner” das
unidades 3 e 4 (IAEA, 1997). Na Suécia foi relatado vazamento totalizando entre
5 a 10 L/dia nas piscinas de combustivel das usinas em operac¢éao, cujo volume total
era de 14.000.000 L. Este valor ficou inalterado durante 10 anos de operacdo das
usinas (IAEA, 1997).

O projeto da instalacdo de armazenamento na PCU em Angra 1 garante,
gue a passagem de agua através do “liner” (revestimento que protege as paredes da
piscina) seja devidamente minimizado tanto na magnitude e como na frequéncia de
ocorréncia. O projeto também assegura que quaisquer pequenos vazamentos,
através de micro trincas no “liner”, podem ser detectados pelos operadores atraves
dos drenos em inspecao periodica e/ou atraves de alarme no nivel da PCU na sala de
controle. A agua que eventualmente passa pelas trincas do “liner” é direcionada dos
drenos, sendo o volume mensurado periodicamente, para os tanques de rejeitos.

Apesar da agua da piscina ndo ser favoravel ao desenvolvimento de

organismos, é desejavel que ocorra periodicamente uma analise aprofundada da
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qualidade dessa agua e do possivel crescimento de microrganismos na agua,

revestimento ou drenos.

2.3 DESCRICAO DOS SISTEMAS

2.3.1 Sistema Piscina de Combustivel Usado (PCU)

A PCU tem como funcdo o armazenamento seguro e subcritico dos elementos
combustiveis, mantendo a sua refrigeracdo e assegurando que 0S mesmos estejam
sempre cobertos com agua (ELETRONUCLEAR, 2014).

A PCU é um tanque retangular com 5,65 m de largura, 15,8 m de comprimento
e 12,27 m de profundidade, o seu volume maximo (até a borda) é de 1.095.342,9 litros
e seu volume util € de 1.090.080 litros. Em opera¢édo normal o seu nivel é de 17,54 m
e 0 minimo é de 17,39 m. Se o nivel chegar até 17,95m ocorrerd o transbordamento
da PCU (ELETRONUCLEAR, 2014).

O acionamento para a comporta s6 pode ser executado se a piscina e o canal
de transferéncia estiverem com o mesmo nivel de 4gua. Com a comporta fechada é
possivel drenar o canal de transferéncia para o interior da PCU, com a utilizacdo de
uma bomba portatil, de modo a permitir manuten¢fes no sistema de transferéncia de
elementos combustiveis e em outros equipamentos que estejam no interior do canal
de transferéncia (ELETRONUCLEAR, 2014).
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Esse canal tem um volume de util de 537.470 litros e € por meio desse canal
que o combustivel do Reator chega até a PCU ou da PCU é levado até o Reator,
durante as operacbes de descarregamento e recarregamento do nucleo
(ELETRONUCLEAR, 2014).

Dentro da PCU ficam as células (racks), que recebem o0s elementos
combustiveis usados e até alguns novos, em determinadas circunstancias.
(normalmente os elementos combustiveis novos sdo estocados em um outro conjunto
de células ou racks que ficam no poco de combustiveis novos)
(ELETRONUCLEAR, 2014).

Ainda no interior da PCU temos a linha de descarga da sua Bomba de
Refrigeracdo (parcial) e o filtro de tela na linha de succdo da mesma bomba, as
escumadeiras da succao da Bomba de Purificacao de Superficie e as suas trés linhas
de descarga, em forma de bica, as boias para alarme de nivel baixo e alto da piscina
e 0 sensor de temperatura da 4gua PCU (ELETRONUCLEAR, 2014).

Com combustivel estocado na PCU a concentracdo de boro é amostrada
periodicamente e tem como limites 2.500 e 3.000 ppm. O boro € necessario para
manter a margem de desligamento adequada na PCU, sem entrar na faixa do
Coeficiente de Temperatura Positivo (Alfa do Moderador Positivo) na piscina
(ELETRONUCLEAR, 2014).

2.3.2 Sistema de Refrigeracao e Purificacdo de Superficie da PCU

O sistema de refrigeracdo da PCU, através do trocador de calor e da bomba de
refrigeracado, tem a funcdo de remover o calor gerado pelo decaimento radioativo dos
elementos combustiveis usados, estocados na PCU. Ja o sistema de purificacdo de
superficie, através de filtro e da bomba de recirculagdo tem a funcao de remover as
impurezas que ficam na superficie da agua da PCU, mantendo uma boa visibilidade,
facilitando o manuseio das ferramentas, dos elementos combustiveis e de seus
acessorios (ELETRONUCLEAR, 2014).

2.3.3 Sistema de Purificacdo da Agua de Recarregamento

O sistema de purificagdo da agua de recarregamento, através da bomba de

recarregamento e filtros, tem a funcdo de clarificar e reduzir a atividade da agua
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utilizada para recarregamento, mantendo a atividade no tanque inferior a 10 Ci,
desconsiderando-se a contribuigéo do tritio e dos gases nobres. Esta agua pode estar
no Tanque de Agua de Recarregamento, na Cavidade de Recarregamento ou na PCU
(ELETRONUCLEAR, 2014).

2.4 MICRORGANISMOS EM USINAS NO MUNDO

Em usinas nucleares no mundo ja foram observadas a proliferacdo de algas,
fungos e bactérias, que juntos formam um biofilme, que podem ou ndo comprometer
as superficies da PCU (IAEA, 1997).

Em 1990 na Usina de Jaslovské Bohunice na Republica Eslovaquia foi
detectado o crescimento de espécies bioldgicas na agua da piscina de combustivel
(IAEA, 1997). Os fenbmenos resultaram em floculagdo de biomassa na superficie da
piscina e uma diminui¢do parcial na clareza da agua. O crescimento de biomassa
ocorreu principalmente devido as condicGes favoraveis a sua formacéo devido ao
baixo fluxo e temperatura da agua da piscina. Na biomassa foram identificadas
bactérias psicrofilicas (crescem em baixas temperaturas) e mesofilos (crescem em
temperaturas moderadas) e micromycetos (fungos microscoépicos) (IAEA, 1997).

No Canada, na Usina de Pickering o frequente entupimento de filtros de
purificacdo de piscina, era causado pelo crescimento de algas unicelulares nao
flageladas na PCU. As bactérias observadas nos filtros foram Actinomycetes
(bactérias anaerdbicas gram-negativas) e polysaccharides. As paredes e o fundo da
piscina de combustivel foram escovados com adicdo de perdxido de hidrogénio na
concentracdo de 150 ppm a agua da piscina para eliminar o biofilme (IAEA, 1997).

Em Valencia, na Espanha, em estudos microbiolégicos com base em métodos de
cultura padrdo e sequenciamento do gene que codifica o RNA ribossomal 16S
(16S rRNA) foi constado a formacéao de biofilmes sobre diferentes corpos de prova,
apesar das condicdes oligotroficas e radioativas da agua (SARRO et. al., 2005).
No estudo foram imersos na PCU corpos de prova de placas em aco inoxidavel
austenitico e titanio (99,9), em condicbes estaticas e dinamicas. Apds 34 meses de
imersédo foi observado atraves da microscopia eletronica e de epifluorescéncia um
biofilme formado sobre as amostras. Foram identificadas 57 bactérias diferentes
pertencentes filos a, B e y Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteridae

(bactéria gram-positiva). A radioatividade do biofilme foi medida utilizando



13

espectrometria de raio y, revelando que os biofimes foram capazes de fixar
radionuclideos, especialmente Cobalto 60. SARRO et. al., 2005.

A experiéncia das usinas no mundo confirma a identificacdo de microrganismos e
formacéo de biofilmes nas piscinas de combustivel, mesmo com parametros de alta
qualidade em termos das caracteristicas fisico, quimica e radiométrica da agua da
piscina, embora ndo comprometa a integridade e 0 ambiente ocupacional.
Este fato evidencia a importancia do nosso trabalho, na identificacdo das bactérias na
PCU de Angra 1.

2.5 METAGENOMICA

A caracterizacdo da comunidade de microrganismos por metagenémica tem
sido empregada n&o apenas na identificacdo de microrganismos, mas principalmente
para identificar a fungdo que a microbiota exerce no ambiente. A obtengao do perfil do
microbioma € realizado através da identificacdo de sequencias de DNA pertencentes
aos microrganismos presentes em uma amostra ambiental. A discriminacdo dos
microrganismos é feita por comparacdo em bancos de dados de sequencias
disponiveis, tais como o GenBank (NCBI, s.d. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/>. Acesso em: Agosto de 2016).

O sequenciamento Sanger durante longos anos era tido como método padrao
como sequenciador de DNA. Esse método exigia um longo tempo para processar 0s
dados a um alto custo, razédo pela qual houve uma busca por métodos mais velozes e
custos reduzidos para sequenciamento de DNA em grande escala. Nas Ultimas trés
décadas as técnicas de sequenciamento avancaram de tal forma que surgiram
sequenciadores chamados de nova geracgao, cuja tecnologia permitem rapidamente a
caracterizacdo gendmica, metagendmica além da definicdo de pequenos perfis de
pequenos RNAs e mRNAs (GOYA et. al., 2012).

Nos dias de hoje encontramos diversas metodologias tais como: MiSeq e HiSeq
(Nlumina), 454 Piro sequenciamento (Roche), AB SOLID (Life Technologies),
lon Torrent PGM (Life Technologies), e muitos outros, cada qual com suas proprias
caracteristicas de resolugéo, quimica e frequéncia de erros (ROTHBERG et. al., 2011,
SALIPANTE et. al., 2014). Todas essas novas tecnologias superam na rapidez do

processamento de sequenciamento o método de Sanger e devem ser aplicadas para
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cada caso dentro da especificidade agregando trés fatores custo, tempo e beneficio
na obtencéo dos resultados (GOYA et. al., 2012).
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3 JUSTIFICATIVA

A Usina Nuclear de Angra 1, para atender a extensao de vida util de 40 para
60 anos vem realizando uma reavaliacdo de engenharia em todo seu projeto.
A PCU de Angra 1 é uma das &reas a serem estudadas visando demonstrar sua
integridade e capacidade de armazenamento os elementos combustiveis de forma
segura e desta forma, possibilitar o prolongamento da vida util da usina.

Microrganismos que se desenvolvem no “liner” do CTC e na PCU de uma usina
podem formar filmes bacteriol6gicos resistentes a alta radiagdo. Ocorréncias desse
tipo ja foram observadas em unidades de paises como: Republica Eslovaquia, Canada
(IAEA, 1997) e Espanha (SARRO et. al., 2005 e CHICOTE et. al., 2004),
até o momento nenhum estudo desse tipo foi realizado no Brasil.

Este trabalho pretende a partir da interpretacdo das analises bioldgicas obter o
inventario de microrganismos presentes e direcionar as acdes preventivas para mitigar
0 crescimento das possiveis bactérias que venham a prejudicar a qualidade da agua
e/ou integridade do “liner”. Com esse conhecimento sera possivel avaliar a eficicia ou

a possivel reavaliacdo da metodologia de analise e tratamento da agua da piscina.
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

- Identificar a ocorréncia de microrganismos na PCU da Usina Nuclear de

Angra 1.

4.2 ESPECIFICOS

- Identificar a presengca de microrganismos crescendo sobre o0s
revestimentos “liners” na superficie da PCU, do CTC e dos drenos do ECB.

- Testar a eficacia de métodos moleculares modernos na identificacdo dos
microrganismos encontrados.

- Avaliar a eficacia do sistema e, eventualmente, propor melhorias no

tratamento da agua da piscina.
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5 LOCAL DE ESTUDO

A PCU tem como funcéo o armazenamento seguro e subcritico dos elementos
combustiveis irradiados, mantendo a sua refrigeracéo e assegurando que 0S mesmos
estejam sempre cobertos com agua. Ela é construida em concreto armado reforcado
e revestido com chapas de aco inoxidavel (ASTM A240, tipo 304L) com espessura de
6 mm em painéis soldados com cerca de 1,5 m? denominadas de “liner”.
Esta localizada no ECB, e sua capacidade de armazenamento nos

racks supercompactos é de 1252 elementos combustiveis (ALMEIDA, 1999).

Canal de
Transferéncia
de
Combustivel

Comporta

PCU

Figura 5: Vista da PCU, Comporta Abertae CTC EL. 17,95 no ECB
Fonte: ELETRONUCLEAR (2016).

O concreto, revestido por resina de epoxi, contem sulcos setoriais que
direcionam a agua borada, em caso de passagem pelas micro trincas nos painéis,
para os 19 pontos de drenos, localizados no ECB na elevagéo de 5,15, que sdo assim
distribuidos e identificados no Quadro 3 e nas Figuras 6 e 7:

O ‘liner” é projetado para que ndo haja fuga para o meio ambiente, a saida dos
drenos é direcionada através de canaletas para os drenos e conduzidas através de
tubulacdo para os tanques de rejeitos de forma segura, atendendo as premissas de
projeto.



Quadro 3: Identificacao das linhas de drenagem dos 19 drenos do ECB

IDENTIFICAGAO DAS LINHAS DE DRENAGEM DO EDIFICIO DO COMBUSTIVEL

|ITEM POSICAO DO DRENO

PAREDE LADO SUL DA AREA DO CASK EL.5,05

FUNDO LADO LESTE DA AREA DO CASK EL.4,20

PAREDE LADO NORTE DA AREA DO CASK EL.5,05

PAREDE LADO NORTE DA COMPORTA DO CANAL DE TRANSFERENCWA DE COMBUSTIVEL EL.7,95

FUNDO LADO SUL DO CANAL DE TRANSFERENCIA DE COMBUSTNVEL EL.5,50

PAREDE LADO SUL DO CANAL DE TRANSFERENCIA DE COMSBUSTIVEL EL7,95

FUNDO LADO SUL DO ELEVADOR DE COMBUSTIVEL EL.5,50

PAREDE LADO SUL DO CANAL DE TRANSFERENCIA DE COMBUSTIVEL EL6,45

Wi |IN||slwNn| -

PAREDE LADO NORTE DO CANAL DE TRANSFERENCIA DE COMBUSTIVEL EL.6,45

=

FUNDO LADO LESTE DA PISCINA DE COMBUSTIVEL EL.5,50

FUNDO LADO OESTE DA PISCINA DE COMBUSTIVEL EL.5.40

-
N

PAREDE LADO OESTE DA PISCINA DE COMBUSTIVEL EL.6,30

-
“

PAREDE LADO NORTE DA PISCINA DE COMBUSTIVEL EL.6,30

=
>

PAREDE LADO SUL DA PISCINA DE COMBUSTNVEL EL.6,30

-
w

DRENO DO FUNDO DA COMPORTA EL.9.689

DRENO DO FUNDO DA COMPORTA EL.10.022

-
~

PAREDE LADO LESTE DO SS UNER EL.6,30

FUNDO LADO LESTE DO CANAL DE TRANSFERENCIA DE COMBUSTMVEL EL.5,50

TUBO DE TRANSFERENCIA DE COMBUSTIVEL LADO LESTE EL.7,34

Fonte: ELETRONUCLEAR (2016).
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Figura 6: Identificacdo da saida dos 19 pontos de drenos, EL. 5,15
Fonte: ELETRONUCLEAR (2016).
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Figura 7: Foto da Saida dos 19 pontos de drenos, EL. 5,15
Fonte: Autor (2016).

A Usina Nuclear de Angra 1 realizou em 2014 inspec¢do, com caixa de vacuo e
reparo com epoxi de cura subaquatica, em 90% do “liner” do CTC e parte da PCU.
A Engenharia de Sistemas monitora periodicamente os 19 drenos e os valores
encontrados sao considerados extremamente baixos, ou seja, 2,5 L/dia em
1.627.550 L (Volume total do CTC e da PCU) (Quadro 4).



Quadro 4: Monitoracéao dos Drenos do ECB
MONITORACAO DOS DRENOS “Liner ECB”

20

2014 -2005

DADOS LOCALIZAGCAO

Inspegao - 1P20
Caixa de Vacuo
Sim/Nao

15/08/ | 11/08/ | 01/08/ | 03/06/

2014* | 2014* | 2014* | 2014+ | 20097

Canal
Transferéncia

Taxa mL/h (< 1 mL/h desprezado)

P. S. CASK EL. 5,05

Ndo - Area FARU

F. L. CASKEL. 4,20

N&o - Area FARU

P. N.CASK EL. 5,05

Sim / Parcial - 1 ponto

P.N.C.C. EL. 7,95

Sim /14 pontos

10

F. S.C. EL. 5,50

Sim / Parcial - zero ponto

P. S.C.EL. 7,95

Néo realizado

F. S. Elevador EL. 5,50

Néo liberada DIPR.O

P. S.C.EL. 6,45

Sim / Parcial - zero ponto

1
2
3
4
5
6
7
8
9

12

P.N.C. EL. 6,45

Néo realizado

20

N&o acesso / Racks

40

Néo acesso / Racks

N&o acesso / Racks

Néo acesso / Racks

Sim / Parcial - 9 pontos

F. C. EL. 9,689

Sim / zero ponto

F. C. EL. 10,02

Sim / zero ponto

P.L EL. 6,30

N&o acesso / Racks

F.L.C.EL. 550

Néo liberada DIPR.O

T.T.LLEL.7,34

N&o liberada DIPR.O

* Pesquisa realizada por Darcy Muniz e Rodrigo Vieira - GDU.O /ramal 3128 e 8157
Condigées: Nicleo Carregado + Gare fechada + Comporta Fechada + Temperawra PCU = 35°C e Canal = 35°C

0,105 L/h = 2,5 L/dia em 1.627.550 L

“*Pesquisa realizada por Darcy Muniz / GDU.O / ramal 9128 - Referencia Relatério OU3.10.97 “Vazamento pelo Liner da PCU"
Fonte: Autor (2016).
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS, RADIOQUIMICOS E RADIOMETRICO DA
AGUA

Em 26 de fevereiro de 2014, foi realizada uma avaliacdo radiométrica no interior
da PCU e CTC. A medicéo foi realizada com o auxilio do equipamento FH 40 GL
Radiometer Série 22676, que foi posicionado em 10 diferentes pontos e
profundidades.

Os parametros fisico-quimicos e radioquimicos da qualidade da &gua,
sao analisados semanalmente estando todos os valores dentro dos limites esperados,
sdo eles: Condutividade Especifica < 20 pS/cm, Gama total, pH entre 4 ~ 4,7,
Fator de descontaminagao I-131 > 10, Boro total entre 2.500 mg/L ~ 3.000 mg/L,
Cloreto < 150 pg/L, Fluoreto < 150 pg/L, Silica Total, S6lidos em Suspenséo < 50 pg/L,
Sulfato < 150 pg/L (ELETRONUCLEAR, 2016).

6.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Inicialmente foi realizada a coleta de uma amostra piloto para uma avaliacéo
radiolégica preliminar, na Eletronuclear, pela Engenharia de Sistemas e as analises
de dados para a liberacao pelos Laboratdrio de Quimica e de Protecdo Radiolégica
na Usina Nuclear de Angra 1.

Apenas apés a constatacdo de que o material ndo oferecia risco ambiental
e a saude dos envolvidos foi realizada a coleta das 14 amostras, com a liberacao do
transporte pela CNEN - Comissao Nacional de Energia Nuclear de Angra 1 para o
IBCCF.

6.2.1 Calibrac&o do Espectrometro

Uma amostra piloto foi coletada com um SWAB a 15 cm abaixo da lamina
d’agua do CTC, em 30/07/15. A haste do SWAB foi manuseada, na sua metade,
esfregada de forma firme, no sentido de cima para baixo e vice-versa, logo apds girada
em cerca de 180 graus e repetido o0 movimento. Logo ap6s inserida no tubo do SWAB

e devidamente identificada.
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Os valores dos radionuclideos da radioatividade para cada uma das
14 amostras dos SWABS, os quais foram registrados previamente de forma
conservativa, através da espectrometria contendo os seguintes radionuclideos Cr-51,
Co-58, Co-60 e Cs-137 totalizando uma atividade de 5.122E+002 Bg/g para cada
SWAB, a serem liberadas para transporte para o IBCCF.

Um novo SWAB foi utilizado como amostra piloto para obtenc&o dos pesos das
partes separadas, a fim de estimarmos o peso total, juntamente com os valores dos
radionuclideos das 14 amostras necessarias para solicitacdo de autorizacdo da
CNEN, para liberacao do transporte para o IBCCF.

Os valores encontrados, tanto em relacdo ao radionuclideos como
peso total = 512 Bg/g, estavam bem abaixo dos valores previstos na legislacao,

este fato permitiu dar continuidade a coleta das amostras.

6.2.2 Pontos das Amostras

Foram coletadas 14 amostras em quatro areas  distintas,
ou seja, nas superficies do “liner” (dentro d’agua) do CTC e da PCU e no interior dos
drenos (secos e umidos). Cada amostra foi coletada com o auxilio de um SWAB estéril
com haste de plastico em tubo sem meio de cultura.

No canal de transferéncia e PCU (Figura 8) foram realizadas as seguintes
coletas. Foram coletadas com SWAB a 15 cm abaixo da lamina d’agua. A haste do
SWAB foi manuseada, na sua metade, esfregada de forma firme, no sentido de cima
para baixo e vice-versa, logo apds girada em cerca de 180 graus e repetido o
movimento. Logo apoés inserida no tubo do SWAB e devidamente identificada.

- Quatro amostras coletadas em diferentes pontos a 15 cm abaixo da linha
d 4agua, em diferentes pontos do CTC (CS - Canal Submerso);

- Quatro amostras coletadas em diferentes pontos da piscina a 15 cm
abaixo da lamina d’agua da PCU (PS - Piscina Submersa).

No caso dos drenos, durante a coleta, a haste foi manuseada, na sua metade,
introduzida no interior do dreno e “esfregada” de forma firme, circulando a parede do
dreno.

— Trés amostras oriundas dos drenos secos (DS) < 1 mL/h (desprezado:

DS1 — amostra coletada nos drenos 1, 3 e 4,

DS2 - amostra coletada nos drenos 6, 7 e 8;
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amostra coletada nos drenos 2, 15, 18 e 19.

Trés amostras oriundas dos drenos umidos (DU):
amostra coletada nos drenos 2,5 e 9;

amostra coletada nos drenos 10, 11 e 13;
amostra coletada nos drenos 14, 16 e 17.

Apos a amostragem os SWABs foram imediatamente inseridos no tubo estéril,

etiquetados e armazenados em caixa de isopor, sem gelo.

J »r B
A\ . [

Figura 8: Pontos de Coleta das Amostras no CTC e na PCU da Usina Nuclear de

Angra 1, PS - Piscina Submersa e CS - Canal Submerso

Fonte: Autor (2016).

6.2.3 Licenca para analise das Amostras

As amostras foram coletadas, através da Licenca de Trabalho Radioldgico
N° 543 no dia 09/12/15 entre 9:45 h e 11:35 h, com a temperatura da agua da PCU

em 35°C e EL. 17,45 da lamina d’agua, apos a coleta na PCU e nos drenos foram

levadas ao Laboratério Quimico na Area Controlada para realizacdo da

espectrometria das 14 amostras. Tendo sido liberadas radiologicamente dentro dos
limites permitidos para transporte, pela CNEN, no dia 10/12/15. No dia 16/12/15 as
amostras nos respectivos SWAB's foram acondicionadas dentro de uma caixa de

isopor na Divisdo de Protecdo Radiolégica no Edificio de Administracdo de Angra 1,

e transportadas de Angra 1 para o IBCCF, de acordo com o Plano de Transporte

PF 06-15, sem nenhuma anormalidade e recebidas no IBCCF.
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No laboratério as amostras foram mantidas por cinco dias em geladeira a
temperatura ambiente do laboratério 25° C para posterior andlise.

6.3 IDENTIFICACAO DE BACTERIA POR ISOLAMENTO

6.3.1 Crescimento e Isolamento de Bactéria em Meio de Cultura

Para o crescimento dos microrganismos foi realizado um esfregaco com o0s
swabs em meio de cultura LB agar fresco (1%Triptona; 0,5% Extrato de Levedura -
1% de NaCl — 1%, pH 7,0 em 1,5% de agar) em placas de Petri. As placas foram
mantidas a 37° C ou a 55° C por 16 h. Ap6s esse periodo as placas foram
inspecionadas quanto a formacdo de colbnias de bactérias. Apos a observagédo de
crescimento em uma determinada placa, o isolamento das colénias foi realizado
através de trés replaqueamentos consecutivos em meio de cultura LB agar (estéril)
Figura 9.

Figura 9: Fluxograma das etapas de crescimento, isolamento e identificagdo da
bactéria
Fonte: Autor (2016).
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O cultivo de microrganismos foi realizado em placas de Petri com meio LB agar
fresco (3 réplicas), na Figura 10 podemos verificar visualmente, que somente a

amostra DU houve crescimento de microrganismos.

Figura 10: Placas de Petri ap0s seis dias em meio de cultura indicando

crescimento de colbnias de bactérias.
Fonte: Autor (2016).

Com objetivo de identificar a bactéria isolada, foi utilizado o gene do 16S rRNA
como alvo para o sequenciamento e posterior comparacao e busca de similaridade
com banco de dados de sequencias bacterianas. Para tal, uma col6nia isolada da
bactéria foi cultivada em meio LB liquido por 16 horas a 37°C com agitacéo.
A cultura em meio liquido foi centrifugada a 5000 rpm a 4°C em rotor SSA na centrifuga
Sorvall. O precipitado de células foi submetido a extracdo de DNA total pelo método
organico utilizando fenol: cloroformio modificado de BLIN & STAFFORD, 1976.
Apds a extracdo foi realizada a quantificacdo do DNA utilizando NanoDrop

spectrophotemeter (Thermo Scientific).
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6.4 SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S rRNA POR METODO DE SANGER

Uma aliquota do DNA (10 ng) isolada das culturas de bactérias foi submetida
a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os oligonucleotideos
iniciadores para o gene 16S rRNA envolvendo as regibes [V1V2] e [V6V7VS]
do gene 16S rRNA. (TWACACATGCAAGTCGARCG; sequéncia antisenso
CGAGTTGCAGACTVCAATCCG). A reacao continha 0,2 mmol de cada iniciador,
0,1mM de dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (ThermoFisher Scientific®), 1,5 mM de
MgCl2 (Thermo Fisher Scientific®), 2,5 unidades de Platinum® Tag DNA Polymerase
(Invitrogen®) com o respectivo tampao 10X (Invitrogen®) e quantidade necesséria de
H20 Milli-Q autoclavada para 50 pl e foi amplificada em termociclador Veritis
(Thermofisher) utilizando o protocolo de desnaturacao inicial de 94°C por 5 minutos,
26 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C
por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos e uma extensao final a 72°C
por 10 minutos. O produto do gene 16S rRNA amplificado foi sequenciado nas duas
fitas do DNA, utilizando o BigDye®Terminator Cycling Sequencing Kit v3.1
(Life Technologies). As amostras prontas para o sequenciamento foram aplicadas
numa placa de 96 pocos e inseridas no Analisador Genético 3500
(Applied Biosystems).

6.4.1 Andlise das Sequéncias

ApGs o sequenciamento nas duas fitas foi confirmado e a sequéncia consenso
produzida, os resultados foram analisados no programa Sequencing Analysis
(Applied Biosystems) e Geneious™ 8.1.3 (Biomatters) para, através dos
eletroferogramas, ser feita a andlise da qualidade das sequencias.
Em seguida, a sequéncia consenso foi submetida a ferramenta de busca

BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) no banco de dados nr de bactérias.
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6.5 ANALISE FILOGENETICA

As sequencias homologas encontradas pela busca do BLASTn foram baixadas
e o alinhamento foi realizado usando o software CLC genomics workbench.
O algoritmo utilizado foi o Neighbour Joining, medida de distancia de Jukes Cantor

com bootstrap de 1000 replicatas.

6.6 ANALISE DE METAGENOMA DAS AMOSTRAS COLHIDAS NA PISCINA,
CANAL E DRENOS (SEQUENCIAMENTO RANDOMICO (SHOTGUN)

6.6.1 Extracdo do DNA das Amostras Ambientais

Para tal, foi necessario a extracdo de DNA total da comunidade microbiana
presente nas amostras da ponta das hastes contendo o algodao. Esta foi feita para
cada 2 cotonetes da mesma amostra. Estes foram imersos em solucédo de tampéo
TNE (10mM de Tris pH 8,0; 5mM de EDTA e 0,2M de NaCl) seguido de 1/10 do volume
de SDS 20% e 1/20 do volume de proteinase K (20mg/ml).

A mistura foi incubada a 37°C por 16 horas. ApGs a verificacdo se o material foi
solubilizado, a mistura foi separada por centrifugacéo e as pontas dos cotonetes foram
removidas da solucdo. A mistura foi adicionada igual volume de fenol-saturado em
tampdo Tris, que foi agitado em vortex. Ap6s a homogeneizacdo, a mistura foi
centrifugada a 10.000 rpm (centrifuga eppendorf) por 5 minutos.

A fase aquosa foi transferida para tubo eppendorf de 2mL e extraido com igual
volume de cloroformio e centrifugado como acima. Novamente a fase aquosa era
removida para outro tubo e eram adicionados 2,5 volumes de etanol absoluto e a nova
mistura incubada a -20°C por 16 horas.

A mistura era centrifugada a 15.000 rpm (centrifuga eppendorf) por 10 minutos.
O precipitado (DNA) foi lavado com 0,5mL de etanol 70% gelado.
O DNA foi ressuspenso em solucdo TE-4 (Tris 10mM e EDTA 0,1mM, pH7,5)
e armazenado a -20°C ap6s dosagem por fluorimetria. Foram combinadas
e processadas as amostras dos quatro cotonetes referentes a piscina (PS), dos quatro
cotonetes do canal de transferéncia (CS), dos trés cotonetes referentes aos drenos

secos (DS) e dos trés cotonetes do dreno umido (DU).
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6.7 CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA PARA SEQUENCIAMENTO RANDOMICO
(SHOTGUN)

Para o sequenciamento randémico, o DNA total das amostras foi quantificado

no fluorimetro Qubit® (Invitrogen).

Quadro 5: Quantificacdo do DNA presente nas amostras

Volume da amostra | Quantificacao Total Volume para anélise com
Amostras
ML ng/mL ng 100 ng
PS 50 55 275 18 mL
Cs 50 0.86 43 116mL
DS 100 1.47 147 68mL
DU 100 60 6200 1,6 mL

Fonte: Autor (2016).

6.7.1 Sequenciamento Semicondutor Por lon Torrent PGM

Neste estudo foi escolhida a plataforma lon Torrent como tecnologia de
sequenciamento, com auxilio lon Torrent Personal Genome Machine (PGM).
A fase da composicdo do sequenciamento ocorre através da medicéo na alteracdo no
pH por conta da liberacdo do ion hidrogénio no momento da incorporagdo de
nucleotideos, ja na fase de sintese por um transistor e convertida em um sinal elétrico
(ROTHBERG et. al., 2011). O sistema de deteccao de alteracbes no pH durante a
incorporacdo de bases reduz sensivelmente o custo do sequenciamento quando
comparado com outras tecnologias que utilizam sistemas de deteccdo de luz
(GLENN, 2011).

A partir de entdo seguiu se a mesma forma de outras tecnologias de
sequenciamento de nova geracéo, a fase inicial consiste na constru¢do da biblioteca
de fragmentos de DNA. Inicialmente foi realizada a fragmentacdo do DNA gendmica,
realizado pelos processos enzimaticos. Independentemente da escolha do método de
fragmentacao, objetivamos fragmentar o DNA de maneira aleatéria assim obtemos o
genoma coberto mais uniformemente possivel durante a hora da montagem.
Durante a construcao das bibliotecas de produtos amplificados (amplicons) buscou se

o tamanho ideal para leitura do sequenciador (ROTHBERG et. al., 2011).
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Logo ap6s concluido o processo de fragmentacdo partiu-se para a fase de
ligacdo de adaptadores e barcodes, desta forma as sequéncias artificiais conhecidas
foram incorporadas aos fragmentos de DNA permitindo que as diversas amostras
fossem devidamente amplificadas, enriquecidas e sequenciadas simultaneamente
(ROTHBERG et. al., 2011).

A fase seguinte foi a amplificacdo da biblioteca. O objetivo desta fase foi o
aumento da fonte de sinal ibnico que foi detectado no momento do sequenciamento.
O lon Torrent utiliza o0 método de amplificagdo PCR em emulsédo, neste momento,
gerando diversas copias de fragmentos de DNA pela amplificagdo clonal.
Na PCR milh6es de micro reatores em uma emulsdo de Oleo, foram criados,
com 0s reagentes necessarios na obtencao da reacdo de PCR e de pequenas esferas
chamadas de beads ou lon Sphere cobertas com sequéncias complementares aos
adaptadores. A funcdo das sequéncias complementares foi a fixagdo dos clones de
fragmentos de biblioteca na esfera, além de atuarem como iniciadores para a PCR
(ROTHBERG et. al., 2011). Finalmente, o objetivo foi a obtengcdo dos beads
monoclonais, quando um unico fragmento de DNA estivesse devidamente incorporado
em uma Unica esfera.

Entretanto em alguns casos ocorrem de beads policlonais, onde multiplos
fragmentos de DNA, séo incorporados em uma Unica esfera e de beads vazias,
ou seja, neste caso nao tivemos fragmento de DNA incorporado a esfera.
Quando ocorrem casos de beads vazias, automaticamente elas sdo eliminadas
durante o procedimento de enriquecimento das amostras e as beads policlonais sédo
detectadas e os reads gerados a partir de amplificacdo policlonal sdo eliminados
(ROTHBERG et. al., 2011).

O fator mais importante que afeta a etapa de amplificacéo é a quantificacdo do
DNA. Caso ocorra o0 DNA subquantificado, significa que existe mais DNA na amostra
do que o reportado, consequentemente o resultado devera ser o aumento da
quantidade de beads policlonais. No caso da obtencdo do DNA sobre quantificado,
significa que existe menos DNA do que o reportado, o resultado devera ser uma
guantidade muito pequena de beads com fragmentos (ROTHBERG et. al., 2011).

O processo do sequenciamento através do lon Torrent PGM é bem diferente
da maioria dos sequenciadores que utilizam uma DNA polimerase para gerar a fita
complementar ao modelo com bases marcadas por fluor6foros e cameras de

deteccdo. A deteccao ocorre diretamente, no momento da reacdo de polimerizacéo
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gerando naturalmente um hidrogénio, de forma que, um préton, que altera o pH do
meio. A alteracdo do pH deverd ser detectada por um transistor ISFET e convertida
em um sinal elétrico (ROTHBERG et. al., 2011).

O fato do sequenciamento das amostras serem feitas em chips de silicio € mais
uma diferenca da tecnologia lon Torrent, que contém milhares de po¢cos microscopicos
um pouco maiores que as beads com fragmentos de DNA, neste caso, em cada poco,
cabera apenas uma bead. Este chip, também estardo os transistores ISFET em cada
poco, que detectam o sinal das mudancas de pH (ROTHBERG et. al., 2011).

Foram construidas quatro bibliotecas a partir do material combinados das
qguatro amostras PS, CS trés amostras DS e DU e as etapas de preparagao das
amostras para o sequenciamento randémico.

Inicialmente, 100 ng de DNA de cada amostra foi fragmentado enzimaticamente
durante dois minutos utilizando o kit lon Shear™, conforme orientacdes do fabricante.
Com isso, foram obtidos fragmentos com tamanho de 200 pb, ideal para protocolo de
sequenciamento em lon PGM. Os padrbes de fragmentacdo foram avaliados por

eletroforese micro fluidica, em equipamento Bioanalyzer (Agilent).
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 LEVANTAMENTO RADIOMETRICO DA PCU E CTC.

O levantamento radiométrico méximo indicou o valor de 416000 pSv/h
~ EL. 8,02 na PCU e 1400 pSv/h EL. 5,15 fundo do CTC (Figuras 11 e 12).

.t [
=10 416000 pSv/h ~ EL. 8,02 <
-l

'}\l\ EL. 10,02 Piso da comporta

EL. ~ 9,15 Topo dos racks

Racks supercompactos
Capacidade total de armazenamento =
1252 elementos combustiveis.
Atualmente 894 elementos irradiados

Figura 11: Valor do Levantamento Radiométrico da PCU em 26/02/14
Fonte: Adaptado de Eletronuclear - Divisdo de Protecdo Radiolégica, (2016).
Disponivel em: <https://www.google.com.br/webhp?sourceid=chrome-instant&ion=1&espv=2&ie=UTF-
8#q=fotos%20da%20piscina%20de%20combustivel%20de%20angra%201>. Acesso em: Junho de
2016.
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Figura 12: Valor do Levantamento Radiométrico do CTC em 05/02/14
Fonte: Eletronuclear - Divisdo de Prote¢do Radiolégica, (2016).
Fonte: Autor (2016).
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7.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DA BACTERIA PRESENTE NA AMOSTRA
DU5

Dentre as placas incubadas, apenas uma originada do SWAB da amostra do
dreno umido (DU5) foi observado o crescimento de bactérias em método de cultura
padrdo a 37°C por 16 horas. Nas outras 3 amostras PS, CS e DS visualmente
nao houve crescimento de bactérias. Na amostra DU5, apos o isolamento de uma
colonia de bactéria, partimos para sua identificacdo através da analise do segmento
gene 16S rRNA. A bactéria isolada da colbnia proveniente da amostra DU5
apresentou a sequéncia do gene 16S rRNA, conforme apresentada na Figura 13.

LOCUS Seq_16S_bact_DU 1045 bp DNA linear UNA 04-Jun-2016

1 GCTAATACCG CATACGCCCT ACGGGGGAAA GCAGGGGATC TTCGGACCTT GCACTATTGG

61 AGCGGCCGAT ATCGGATTAG CTAGTTGGTG GGGTAACGGC CTACCAAGGC GACGATCCGT

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

AGCTGGTTTG

GAGGCAGCAG

GCGATGAAGG

ACCCCGCGAA

CGGTAATACG

GTTCGGAAAG

GGGCTAGAGT

GCGGAGGAAC

AGCGTGGGGA

AGCTGTTGGG

AGTACGGTCG

ATGTGGATTA

CGAAGAGATT

AGCTCGTGTC

GCTACGAAAG

AGAGGACGAC

TGGGGAATTT

CCTTCGGGTT

ACTGACGGTA

TAGGGTGCAA

AAAGATGTGA

GTGTCAGAGG

ACCGATGGCG

GCAAACAGGA

GCCTTCGGGC

CAAGATTAAA

ATTCGATGCA

TGGCAGTGCT

GTGAGATGTT

GGCACTCTAA

CAGCCACACT

TGGACAATGG

GTAAAGCACT

CCTGCAGAAT

GCGTTAATCG

AATCCCAGAG

GAGGTGGAAT

AAGGCAGCCT

TTAGATACCC

CTTGGTAGCG

ACTCAAAGGA

ACGCGAAAAA

CGCAAGAGAA

GGGTTAAGTC

TGAGACTGCC

1021 GTCAAGTCCT CATGGCCCTT ATGGG

GGGACTGAGA

GGGAAACCCT

TTTGGCAGGA

AAGCACCGGC

GAATTACTGG

CTTAACTTTG

TCCGCGTGTA

CCTGGGATAA

TGGTAGTCCA

CAGCTAACGC

ATTGACGGGG

CCTTACCTAC

CCGGAACACA

CCGCAACGAG

GGTGACAAAC

CACGGCCCAG ACTCCTACGG

GATCCAGCCA

AAGAAACGTC

TAACTACGTG

GCGTAAAGCG

GAACTGCATT

GCAGTGAAAT

CACTGACGCT

CGCCCTAAAC

GTGAAGTTGA

ACCCGCACAA

CCTTGACATG

GGTGCTGCAT

CGCAACCCTT

CGGAGGAAGG

TCCCGCGTGT

GCGGGCTAAT

CCAGCAGCCG

TGCGCAGGCG

TTTAACTACC

GCGTAGATAT

CATGCACGAA

GATGTCAACT

CCGCCTGGGG

GCGGTGGATG

TCTGGAATGC

GGCTGTCGTC

GTCATTAGTT

TGGGGATGAC

Figura 13: Sequéncia do gene 16S rRNA identificada para a coldnia de bactéria

isolada da amostra do dreno DU5
Fonte: Autor (2016).
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A sequéncia consenso de 1045 pares de bases foi submetida a anélise

filogenética (Figura 14) produzido a arvore NJ bootstrap de 1000 replicatas.

.J Seq 165 bact DU

.} Achromobacter sp.—~AB646577

+ Achromobacter sp.-KF601256
Achromobacter xylosoxidans—JQ659958

L—< Achromobacter spanius-KX527629
Achromobacter arsenitoxydans-KU12901 1

Bordetella pertussis—-KX138518
— ‘= Alcaligenes faecalis—-KX138517
Caulobacter sp.-KX442638

0.035

Figura 14: Arvore filogenetica de seqiiéncias 16S rDNA do isolado bacteriano

(Seq 16S bact DU) e de bactérias disponiveis em bases de dados publicas.
Fonte: Autor (2016).

Esta arvore foi baseada em Neighbour-joining e construida utilizando
alinhamento de 1040pb da regido comparavel das sequéncias de genes 16S rDNA.
A matriz de distancia foi calculada pelo método Jukes-Cantor. Os valores de bootstrap
baseados em 1000 replicatas estdo indicadas nos nds. A barra representa
0,035 divergéncia de seqiéncia. Os cédigos indicados ap6s 0 nome das espécies
representam o acesso ao GenBank.

As analises levaram a identificacdo da bactéria como Achromobacter sp. e/ou
A. xylosoxidans Yabuuchi and Yano 1981. Abaixo a classificagdo da bactéria.

Reino Bacteria
Filo: Proteobacteria
Classe: Betaproteobacteria
Ordem: Burkolderiales
Familia: Alcaligeneaceae
Genero: Achromobacter
Espécie: A. xylosoxidans (ex Yabuuchi and

Ohyama 1971) Yabuuchi and Yano 1981
Essa espécie de bactéria gram-negativa ocorre no solo e na agua e tem sido
associada a infeccbes e bacteremias em pacientes imunocomprometidos
(CDC, 2008).
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7

A seguir é apresentada as caracteristicas das bactérias encontradas
(REFERENCE MD, s.d. Disponivel em: <http://www.reference.md/>.
Acesso em: Agosto de 2016).

1- Acidobacteria (Filo). Um fisiologicamente diverso filo de bactérias
gram-negativas, aciddfilas encontrados em uma grande variedade de habitats,
mas particularmente abundante em solos e sedimentos.

2-Actinobacteria (Filo). Filo de bactérias gram-positivas com distribuicdo em
todo o mundo e abundantes no solo, ou em animais, de aguas continentais ou
marinhos e, praticamente, qualquer superficie natural, com propriedades morfologicas
diversas. Cepas de Actinobacteria mostram maiores do que a similaridade da
sequéncia 80% 16S rDNA/rRNA entre uns aos outros e, também, a presenca de certos
nucleotideos de assinatura. (STACKEBRANDT et. al., 1997).

3-Bacteroidetes (Filo). Um filo de bactérias composta de trés classes:
Bacteroides, Flavobacteria e Esfingobacteria.

4- Clamidiae (Filo). Uma ordem de bactérias gram-negativas, anaerdbias
intracelulares que tém o ciclo de desenvolvimento, como clamidia de replicacao.
Este € um ciclo de dois estagios que inclui uma forma infecciosa metabolicamente
inativa e uma forma vegetativa que se reproduz por fissdo binaria. Membros da
Clamidiales sdo disseminados por aerossol ou por contato. Ha pelo menos seis
familias  reconhecidas: Clamidiaceae, Criblamidiaceae, Paraclamidiaceae,
Rabdoclamidia, Simkaniaceae e Waddliaceae.

5-Clorobi (Filo). Um filo de bactérias fototréficas que nédo libera oxigénio,
incluindo a familia Clorobiaceae. Eles ocorrem em sedimentos aquaticos e fontes
termais onde utilizam compostos reduzidos de enxofre, em vez de oxigénio.

6-Cloroflexi (Filo). Filo de bactérias verdes nao sulfurosas, incluindo a familia
Cloroflexaceae, entre outros.

7-Cianobacteria (Filo). Um filo de bactérias fotossintéticas que gera oxigénio,
composto de bactérias clorifiladas que variam unicelulares para pluricelulares,
Cianobactérias sao os Unicos organismos conhecidos capazes de fixar o diéxido de
carbono (na presenca de luz) e o nitrogénio. Morfologia celular pode incluir fixadoras
de nitrogénio heterocistos e/ou células de descanso, chamadas acinetos.
Anteriormente eram consideradas algas azuis — esverdeadas.

8-Deinococcus-Thermus (Filo). Bactéria gram-positiva aerobica encontrada no

solo considerada altamente resistente a radiacdo, especialmente radiacdo ionizante.
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9-Firmicutes (Filo). Um filo de bactérias, predominantemente, gram-positivas
gue inclui as ordens Bacillales e Clostridiales. Firmicutes e Bacterioidetes sao os dois
filos bacterianos que constituem a maioria do intestino humano microbiota.

10-Planctomicetos (Filo). Um filo de bactérias gram-negativas, cujos membros
sdo encontrados em uma variedade de habitats de agua, bem como de tecidos
animais. Formam um filo distinto do dominio de bactérias e possuem caracteristicas
incomuns, tais como a compartimentalizacéo intracelular e uma falta de peptidoglicano
em suas paredes celulares (FUERST; SAGULENKO, 2011).

11-Proteobacteria (Filo); E o mais abundante na natureza e para melhor
classificar esta categoria sdo0 comumente tratados em suas respectivas
4 Classes encontradas neste trabalho: Alfaproteobacteria; Betaproteobacteria;
Deltaproteobacteria; Gamaproteobacteria. A Alfaproteobacteria (classe) € composta
principalmente de dois fendtipos principais: bactérias purpuras ndo sulfurosas e
bactérias aerdbias que contém bacterioclorofila A Betaproteobacteria (classe) € uma
classe composta de bactérias quimioheterotroficas e quimioautotroficas que derivam
nutrientes de decomposicdo da matéria organica. Incluem as Burkolderiales
Hidrogenofilus Metilofilaceae Neisseriales Nitrosomonadales Procabacteriales
Rodociclaceae. A bactéria isolada de amostra do dreno (DU) é uma espécie que foi
identificada também na analise de metagenoma realizada neste estudo.
A Deltaproteobacteria (classe). Bactérias, morfologicamente diverso, anaerébicas
representado por grupos sulfidogénicos. Alguns membros deste grupo sao
considerados predadores bacterianos, tendo propriedades bacterioliticas.
A Gamaproteobacteria (classe). Um grupo das proteobactérias composta de bactérias
gram-negativas e anaerObias facultativas. Bactérias de importancia médica e

cientifica, como as familias Enterobacteriaceae, Vibrionaceae e Pseudomonadaceae.

Nesta classe esta presente um grande nimero de agentes patogénicos para o homem
e animais tais como, Escherichia coli, Salmonella sp., Yersinia pestis, Vibrio cholerae
e Pseudomonas aeruginosa.

12- Verrucomicrobia (Filo). Um filo de bactérias gram-negativas que contém
sete classes e ocorre em uma grande variedade de ambientes. A maioria dos

membros sao quimioheterotroéficos.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Filo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Vibrionaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pseudomonadaceae
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O estudo de CHICOTE et. al., 2004 também isolou e identificou microrganismos
fixados na parede da piscina de uma usina nuclear espanhola.
Os autores amplificaram fragmentos de rDNA 16S de microrganismos por PCR
utilizando primers universais para o dominio 'Bactérias'. O estudo revelou a presenca
de seis bactérias, pertencentes a trés diferentes grupos filogenéticos:
b-proteobactérias; Actinomicetales e o0 grupo de Bacillus/Staphylococcus.
Um fungo também foi encontrado e identificado como Aspergillus fumigatus pelo
sequenciamento da regido de D2 do rDNA gene. Segundo os autores o isolamento
destes microrganismos em condi¢des oligotréficas e radioativas € de grande interesse
devido a possibilidade de sua utilizagdo em processos de biorremediacdo de

ambientes contaminados por radionuclideos.

7.3 QUEBRA DO DNA GENOMICO E PREPARO DAS BIBLIOTECAS
METAGENOMICAS

Figura 15: analise do tamanho dos fragmentos e isolamento do tamanho de interesse

Figura 15: analise do tamanho da biblioteca final

Figura 15: Fluxograma quebra do DNA gendmico e preparo das bibliotecas
metagendmicas
Fonte: Autor (2016).

As bibliotecas foram preparadas de acordo com o Kit v3.1 (Life Technologies).
Na Figura 16 podemos observar o tamanho de aproximadamente 200pb das
bibliotecas obtidas.
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Figura 16: Preparo das bibliotecas metagen6micas - Analise em gel
microfluidico dos fragmentos obtidos das amostras (esquerda) e o tamanho das

bibliotecas que foram sequenciadas de cada amostra (direita).
Fonte: Autor (2016).

Para preparo das lon Sphere™ Particles (ISPs) contendo DNA amplificado de
forma clonal, foi feito PCR em emulsao no equipamento lon OneTouch™ e utilizando-
se 0 OneTouch™ 200 Template Kit para a biblioteca de 200 pb, de acordo com
recomendacdes do fabricante. Em seguida, foi realizado o enriquecimento das ISPs
positivas utilizando-se o lon OneTouch™ ES e OneTouch™ 200 Template Kkit.
O protocolo de sequenciamento foi realizado com o lon PGM™ 200 Sequencing Kit

para a biblioteca randémica, onde os fragmentos possuem em torno de 300 pb.
7.4 ANALISE DAS SEQUENCIAS DA BIBLIOTECA RANDOMICA
Todas as amostras foram sequenciadas em lon Torrent PGM™

(Personal Genome Machine). A Figura 17 indica o relatério da corrida dessas

amostras.
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Run Report for Auto_user SN 1-2-Darcy-POX_2016.03.31

Run Summary

ISP Density ISP Sumumas

r_v,u ii? . __A
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Figura 17: Relatorio de corrida em lon Torrent PGM contendo quantidade e
gualidade das sequencias de DNA total obtidas. O relatorio é gerado através do

software Torrent Browser
Fonte: Autor (2016).

7.5 ANALISE DOS DADOS PELA BIOINFORMATICA

ApOs o sequenciamento, foi gerado um relatério de qualidade de bases através
do Torrent Browser, no servidor da plataforma lon Torrent. As sequéncias obtidas de
todas as amostras foram retiradas do servidor no formato FASTQ e analisadas no
MG-RAST Metagenomics Server (referencia). Inicialmente, foi realizado o controle de
qualidade seguindo o fluxograma de analises do servidor, onde foram realizadas
etapas de remocdo de sequéncias replicadas artificialmente (artefatos de
sequenciamento), e o valor de Phred de 15 foi usado como pontuacdo minima para
definicdo de uma base de alta qualidade. Sequéncias que ndo se enquadravam nestes

critérios foram excluidas da andlise.
7.6 ANALISE METAGENOMICA
7.6.1 Leituras obtidas no sequenciamento metagenémico

Para as sequencias obtidas apds o sequenciamento da biblioteca randdmica,
a andlise taxondmica foi feita utilizando o banco de dados M5NR, que consiste na
integracéo de diversas bases de dados referenciadas. O processo de controle de
qualidade do sequenciamento analisado pelo servico do MG-RAST removeu de
55% a 60% da contagem das leituras iniciais. No Tabela 1, observa-se que o nimero

de leituras do sequenciamento (reads) obtidos apds o processamento e analise do
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servico do MG-RAST, foi maior nas amostras do dreno seco (911.570) e Uumido
(910.251) comparados com os da piscina (470.054) e do canal (449.805). A média do
tamanho das leituras foi de 171 pares de bases (pb) nas quatro amostras.
O percentual de GC (guaninas e citosinas) foi de 55 a 60 entre as amostras.
Estes dados, contudo, ndo influenciaram na aquisi¢éo de informacéo sobre a analise

taxondmica nem funcional que esta comentado a seguir.

Tabela 1: Analise Estatistica do sequenciamento do DNA das amostras

Processamento das leituras do
sequenciamento

PS

Cs

DS

DU

Sequencias Contagem 81.766.670 bp 79.454.713 bp 142.259.007 bp 164.522.032 bp
enviadas para  Contagem 470.054 449.805 911.570 910.251
0 MG-Rast  sequéncias
Comprimento 173 +33 bp 176 + 37 bp 156 + 78 bp 180 + 46 bp
sequéncia
Sequencias Contagem 53.598.695 bp  51.943.405 bp 81.916.705 bp 97.798.240 bp
apos andlise  Contagem 327.158 313.639 486.413 605.771
no MG-Rast  sequéncias
Comprimento 163 + 38 bp 165+ 41 bp 168 + 50 bp 161 + 50 bp
sequéncia
% GC 55+6 % 55+6 % 607 % 50+9 %
Alinhamento e Categorias de RNA 218 210 953 792
Anotacdo dos ribossomal
genes Categorias 49.017 47.598 150.659 189.833
funcionais

identificadas

Fonte: Autor (2016).

7.6.2 Anélise TaxonOmica

Foram identificadas majoritariamente 12 filos nas amostras (PS, CS, DS e DU)
Clorobi;
Planctomicetos;

englobando: Acidobacteria; Actinobacteria; Bacteroidetes; Clamidiae;

Cloroflexi; Cianobacteria; Deinococcus-Thermus; Firmicutes;
Proteobacteria; Verrucomicrobia; entre organismos nao classificados oriundo de
bactéria. O filo mais abundante compreendeu o das Proteobacterias, nas amostras da
piscina (53%), canal (53%), dreno seco (77%) e dreno Umido (83%), que esta
apresentado na (Figura 18) com as suas Classes mais abundantes Alfaproteobacteria;
Betaproteobacteria; Deltaproteobacteria;, Gammaproteobacteria nas respectivas

amostras.
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Estes diferentes niveis taxonémicos estdo distribuidos de forma percentual
conforme as amostras. Destaca-se a maior abundancia na diversidade das amostras
da piscina e do canal. No entanto, observa-se que a Classe das Alfaproteobacteria
(Filo Proteobacteria) € a mais abundante nas amostras coletadas nos drenos seco
(57%) e umido (60%) quando comparado com sua abundéancia percentual nas
amostras da piscina (16%) e do canal (15%). Em contraste, a Classe
Gamaproteobacteria (Filo Proteobacteria) € mais abundante na piscina (18%) e no
canal (18%) do que no dreno seco (10%) e Umido (6%). As Classe de
Betaproteobacteria e Deltaproteobacteria tiveram menos variagdo entre as amostras.
Actinobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes respondem respectivamente por 14%, 12%
e 11% na amostra da piscina e 14%, 12% e 9% na amostra do canal. Esses filos estédo
presentes nas amostras tanto de dreno seco quanto umido, porém Actinobacteria &
mais abundante no dreno seco (8%) e Bacteroidetes no dreno Umido (8%).
Cianobacterias, Deinococcus, Cloroflexi, Planctomicetos, Acidobacteria, Clorobi,

Verrucomicrobia e Clamidia estdo em menores percentuais, variando em até 2.5%.

As bactérias (%) predominantes foram as Proteobacterias, seguidas da

Actinobacteria.
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Figura 18: Distribuicdo da comunidade bacteriana das amostras nas diferentes
amostras: PS - Piscina Submersa; CS - Canal Submerso; DS - Dreno Seco;

DU - Dreno Umido

Fonte: Autor (2016).
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7.6.3 Anélise Funcional

Com objetivo de determinar as sequencias proteicas envolvidas em funcdes
biologicas presente nas amostras, as leituras do sequenciamento foram avaliadas
quanto a sequencias codificantes de proteinas como indicado na Figura 19.
As amostras PS e CS se comportaram com a mesma distribuicdo de funcdes de
grupos génicos, sendo genes envolvidos na respiracdo e metabolismo de proteinas
os de maior numero de leituras associadas a esta funcdo. No entanto analise das
amostras de dreno seco e Umido sdo também comparativas por si s6. Porém genes
de proteinas associados a agrupamentos de subsistemas foram os mais abundantes,
seguido de metabolismo de carboidratos e aminoacidos e derivados. A comparacao
entre 0os grupos PS e CS com DS e DU indicam que as funcdes associadas a
metabolismo de DNA, parede celular, transporte de membrana, viruléncia e defesa
sédo mais abundantes nas amostras dos drenos.

Os grupos génicos funcionais com maior percentagem foram:

Respiracado, Metabolismo proteico e Agrupamento baseado em subsistemas.

O significado dos trés principais metabolismos:

Respiracdo e excreg¢do: Quanto a respiracdo, as bactérias podem ser
aerObias ou anaerdbias. As bactérias anaerdbias podem ser facultativas ou
obrigatérias (estritas). As bactérias anaerdbias facultativas sdo assim chamadas
porque tanto podem fazer respiracdo aerdbia — quando o ambiente tiver oxigénio —
como respiragdo anaerdbia — caso falte esse gas. As anaeroObias obrigatorias ndo
possuem as enzimas adequadas para o aproveitamento do oxigénio e morrem na
presenca desse gas, como é o caso do bacilo do tétano. A fermentacéo das bactérias
€ usada na industria para a producéo de iogurtes, coalhadas, queijos (lactobacilos) e
vinagre (acetobacter), entre outros. Finalmente, as excec¢des sdo eliminadas para o

exterior, por difusdo, através da membrana e da parede celular.

Agrupamento baseados em subsistemas: & aquele em que ndo ha
acoplamento funcional, evidéncias de que genes pertencem um ao outro, mas que
ainda ndo sabem o que fazem (NMPDR, s.d. Disponivel em:
<http://'www.nmpdr.org/FIG/wiki/view.cgi/FIG/ClusteringBasedSubsystem>.  Acesso
em: Junho de 2016).
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Metabolismo proteico: Todas as bactérias patogénicas sdo heterotroficas,
elas obtém energia através da oxidacdo de moléculas organicas e o metabolismo
destas moléculas (carboidratos, lipideos e proteinas) fornece a energia (adenosina
trifosfato - ATP) necessaria para as bactérias desenvolverem suas funcdes vitais.
O metabolismo pode ser aerobio, em que o aceptor final de elétrons é o oxigénio, ou
anaerobio, em que o aceptor final de elétrons € uma molécula inorganica. As bactérias
aerObias produzem 38 moléculas de ATP a partir de uma molécula de glicose.
Enquanto que as bactérias anaerobias produzem apenas 2 moléculas de ATP.
O metabolismo anaerobio, apesar de ser menos eficiente que o metabolismo aerdbio,
é realizado em condigbes onde os substratos estdo mais facilmente disponiveis.
A exigéncia pela presenca do oxigénio durante o metabolismo pode ser obrigatéria ou
facultativa, sendo assim alguns organismos conseguem alternar entre a respiracao

aerobia e anaerobia.
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Figura 19: Analise funcional: Distribuicdo percentual de niumero de sequencias

associadas a funcdes bioldgicas.

- Piscina

Nas diferentes amostras: PS
Submersa; CS - Canal Submerso; DS - Dreno Seco; DU - Dreno Umido

Fonte: Autor (2016).
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7.7 EXPOSICAO A RADIACAO IONIZANTE E MONITORACAO DOS DRENOS

7.7.1 Bactérias em areas com radioatividade e contaminacdo em Angra 1 e no mundo

Dentre 0s inumeros artigos publicados sobre o0s acidentes das
Usinas Nucleares de Chernobyl em 1986 e Fukushima em 2011, apenas trés deles,
referentes a Chernobyl, continham informacdes sobre bactérias
(RUIZ-GONZALEZ et. al., 2016; M@LLER; MOUSSEAU, 2013 e RAGON et. al. 2014).
O acidente de Chernobyl tem sido considerado um experimento de longo prazo sobre
os efeitos da exposicdo a radiagcdo ionizante ao nivel de ecossistema.
Apesar de estudos desses efeitos sobre as plantas e animais serem abundantes,
o estudo de como os niveis de radiacdo de Chernobyl afetam comunidades
microbianas procariotas e eucariotas € praticamente inexistente, exceto para alguns
relatérios sobre agentes patogénicos humanos ou microrganismos do solo
(RAGON et. al. 2014). Os autores encontraram uma correlagdo positiva entre o
aumento da exposicdo a radiacdo e o aumento das taxas de mutacdo em
Actinobacteria encontradas em amostras de Chernobyl e Irlanda do Norte.

O estudo de RUIZ-GONZALEZ et. al., 2016 isolou 87 morfotipos bacterianos:
18 a partir em uma area com radiacdo de fundo elevado (2,9 uGy/h), 25 de radiacao
de fundo intermediario (0.45 pGy/h), 20 anos de uma radiacdo de fundo baixa
(0.1 uGy/h) e 24 de uma area controle (radiacdo de fundo ambiental -
0,03 - 0,05 pGy/h). O estudo determinou que as bactérias pertenciam principalmente
ao grupo de Bacillus-Firmicutes (41 morfotipos) e Actinobacteria (27), com menor
frequéncia Gamaproteobacteria (3), Flavobacteria (2) e Betaproteobacteria (1).
A menor riqueza de espécies foi encontrada em regifes de radiacdo de fundo elevado.

Considerando que todas as bactérias das amostras da piscina coletadas em
Angra 1 foram identificadas nas amostras de drenos Umidos
(drenos 10, 11, 13, 14 e 17) pode-se assumir que os filos de bactéria identificadas
percorreram os 12 metros de coluna d’agua da piscina (APENDICE 1). Dessa forma,
pode se sugerir que todas elas séo resistentes a alta radiacdo ja que sobreviveram a
exposicdo a 894 elementos combustiveis irradiados estocados com alta atividade
(416000 pSv/h = 0,416 Gy/h), localizados na PCU.


http://www.converter-unidades.info/converter+Microsievert+por+hora.php
http://www.converter-unidades.info/converter+Microsievert+por+hora.php

47

Dentre os 12 filos (excetuando as bactérias Clamidiae, Clorobi, Cloroflexi e
Firmicutes), apenas 8 filos foram encontrados nas areas pos acidente de Chernobyl
por (RAGON et. al. 2014).

A Actinobacteria, identificada em Angra 1, também foi identificada nas areas
pos acidente de Chernobyl, (RUIZ-GONZALEZ et. al., 2016), porém resistindo a uma
exposicdo bem superior de 4000 Gy/h e nas Usinas Nucleares de Cofrentes em
Valencia na Espanha (SARRO et. al., 2005 e CHICOTE et. al., 2004), e Pickering no
Canada, (IAEA, 1997) nestas nao tendo sido mencionado valores de exposicédo a
radiagcdo pela bactéria. As Cianobacterias também foram observadas em éareas poés
acidente de Chernobyl (RAGON et. al. 2014), resistindo a uma exposicdo de
0,000025Gy/h, bem inferior a Angra 1, entretanto essa bactéria resistiu a uma
exposicdo de 4000 Gy/h (BILLI et. al., 2000). Ja a bactéria Deinococcus-Thermus
identificada em Angra 1 e em Chernobyl (RAGON et. al. 2014), resistiu a uma
exposicao de 30000 Gy/h (RAINEY et. al., 2005).

RUIZ-GONZALEZ et. al., 2016 menciona que a bactéria Flavobacteria,
Firmicutes (Bacillus) e Proteobacteria foram identificadas nas areas pos acidente de
Chernobyl resistindo a uma exposicao de 4000 Gy/h.

No estudo de SARRO et. al., 2005 foram identificadas 57 bactérias
pertencentes aos grupos das Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteridae
(bactéria gram-positiva) revelando que os biofilmes foram capazes de fixar
radionuclideos, especialmente Cobalto 60. Este fato se justifica, provavelmente,
pela contaminacao fixa (ndo transferivel) de radionuclideos aderentes aos corpos de
provas de placas em ac¢o inoxidavel austenitico e titanio (99,9), depois de 34 meses
imersas, que ocorre apos a remoc¢ao da piscina e secagem da agua. O que nao ocorre
no “liner”, uma vez que apesar dos biofilmes conterem radionuclideos a radiagdo se
torna baixa, tendo em vista que uma das fun¢des da agua da piscina é justamente
proteger contra a radiacao.

O presente estudo as amostras (SWAB) ndo apresentaram niveis significativos
de radionuclideos, razéo pela qual atenderam todos os critérios previstos a remogao
e liberacdo do transporte de Angra 1 para o IBCCF. N&o termos evidéncia do aumento
nos niveis de radiacdo na parede da piscina provenientes dos microrganismos através
de formacgéo de biofilmes, tampouco, problemas relacionados a bioincrustacdo ou
biocorrosdo dos materiais utilizados no sistema de agua de arrefecimento que causem

0 aumento da radioatividade na agua da piscina.
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A area no entorno da superficie da PCU e do CTC sé&o consideradas area nivel
de baixo de radiacdo, praticamente zero, uma vez que o projeto da PCU com
profundidade de aproximadamente de 12 metros de coluna d’agua elimina a
possibilidade de radiacdo na borda da piscina, apenas sao tomados todos os cuidados
preventivos relativos a contaminacdo, em caso de contato com a agua da piscina,
utilizando as devidas vestimentas em acordo com a Licenc¢a de Trabalho Radiolégico,
além do controle na exclusdo de material estranho ao trabalho, de forma a garantir
gue todo o material e ferramental utilizado durante qualquer tarefa, seja devidamente
inventariado e ndo seja indevidamente extraviado correndo o risco de queda e danos

irreparaveis aos sistemas e ao combustivel.

A demonstracdo a exposicao a radiacdo dos microrganismos em Angra 1 e

usinas no mundo foi sintetizada no Quadro 6.



Quadro 6: Bactérias em areas com radioatividade e contaminacdo em Angra 1 e no mundo
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Chernobyl Che Jaslovske
Angra1 Chernobyl (Ruiz-Gonzalez Cofrentes, Espanha Cofrentes, Espanha Pickering, Canada, (Moller & 'r"::‘ b::“u Bohunice,
(Ragon et. al., 2014) (Sarro et. al., 2005) (Chicote et. al, 2004) (IAEA, 1997) ! Eslovaquia
et. al, 2016) 2013)
(IAEA, 1997)
atividade 0,416 Gy/h 0.000025 Gy/h 4000 Gy/h Nio mencionado Ndo mencionado  Ndo mencionado Nio mencionado Nao mencionado
Acidobacteria X
Actinobacteria X X X X X Kineococcus
) Methylobacterium;
Alfaproteobactera X Rubrobacter
Bacteroidetes X Flavobactena
Betaproteobacteria X X
Clamidiae
Clorobi
Cloroflexi
Cianobacteria Chroococcidiopsis
Deinococcus-Thermus X
Delaproteobacteria X
Paenibacilus
Firmicutes Bacillus X Staphylococcus amybliticus; Bacillus
subtilis
Acinetobacter
- radioresistens;
Gemmeproteobacieria X Azotobacter; Escherichia
coli
Planctomycetos X
Verrucomicrobia X
bacterias indeterminadas
57 bactérias:
Achromobacter Proteobacteria actinobacteridae e
xylosoxidans proteobactérias
Desulfurococcus; Locurio masofilicos,
outros gupos Trichocomaceae polissacarideos rosea, Radiotolerans,; micromycetes,
Thermococcus Psychrofilicos

Fonte: Autor (2016).
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7.7.2 Resisténcia a Radiagao lonizante

A Resisténcia a Radiacdo lonizante do Quadro 7 indica que as bactérias tém
extrema resisténcia quando exposta a alta radiacdo. No caso do ser humano a
resisténcia é bastante limitada e tratada de forma que nédo afete sua saude.

Exemplos:

1- Exposicdo ocupacional dentro do CTC, por um mergulhador, exposto
em 2:20 h = durante a manutencdo do subaquatica do sistema de
transferéncia de combustivel de Angra 1, foi de 0,00049 Gy, a dose
ocupacional permitida/dia seria de 0,001 Gy. (ALMEIDA, 2002).

2- Exposicdo ocupacional apdés 23 anos de trabalho em Angra 1 foi de
0,01435 Gy a dose ocupacional permitida/23 anos seria de 0,46 Gy.
(APENDICE 2).

As taxas de doses e consequéncias a exposicdo a radiacdo ionizante séo
dados se suma importancia, que devem ser analisados e foram parametros vistos
neste trabalho. Neste caso no Quadro 7, temos os valores e as comparacdes da
resisténcia a exposicdo em bactérias e no ser humano.

Quadro 7: Resisténcia a Radiacédo lonizante

Resisténcia a Radiacéo lonizante | Dose Gy/h | Observagéao

Exposicao Ocupacional Usina Nuclear de Angra dos Reis 0,02 Empregado/ano (Eletronuclear, 2016)
Exposicdo Ocupacional Usinas no Mundo 0,05 Empregado/ano (Eletronuclear, 2016)
Exposicdo Ocupacional Usina Nuclear de Angra 1 0,014 Empregado/23 anos

Mortal durante exposicédo 1000
Morte em horas a 48 h 50 a 100
Morte de 5 a 10 dias 6a50
Morte de 10 a 30 dias 2ab
Deinococcus-Thermus (Rainey et. al., 2005) 30000 Bactéria
Cianobactéria (Billi et. al., 2000) 4000 Bactéria
Acidobacteria

Actinobacteria

Alfaproteobacteria

Bacteroidetes

Betaproteobacteria

Clamidiae

Clorobi

Cloroflexi 0,416
Cianobacteria

Deinococcus-Thermus

Deltaproteobacteria

Firmicutes

Gammaproteobacteria

Planctomicetos

Verrucomicrobia

Ser humano (Leitdo, A. C., 2016)

Bactérias na PCU —
Racks Supercompactos de Angra 1,
894 elementos combustiveis irradiados.

Fonte: Autor (2016).



7.7.3 Monitoragao dos Drenos

A monitoracdo dos 19 drenos de Angra 1, aponta para valores extremamente
baixos de acumulo de agua, ou seja, 2,5 L/dia em 1.627.550 L (Volume total do CTC

e da PCU), se compararmos com os valores das Usinas da Suécia e Hungria

(Quadro 8).

Quadro 8: Monitoracao da égua acumulada nos Drenos de Usinas.

Monitoracao dos Drenos

Pais Usina Nuclear L/h | Observacao
Brasil Angra 1 0,10 2014
Suécia - 0,21-0,42
Unidade 1 20 a 600
: Unidade 2 7a8 (IAEA, 1997)
Hungria - 1992 Unidade 3 3
Unidade 4 -

Esses dados

essas aparentemente ndo comprometem o revestimento da area, uma vez que o

indicam que

Fonte: Autor (2016).

vazamento observado é minimo.

apesar

da presenca das

bactérias,
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8 CONCLUSAO

- Identificamos um total de 12 filos crescendo no “liner” do CTC,
da PCU e nos drenos do ECB de Angra 1 entre organismos nao classificados.

- As bactérias percorrem o trajeto a partir da borda da PCU até atingir os
drenos, indicando que elas resistiram e sobreviveram a exposi¢cdo a radiacdo de
0,416 Gy/h (alta radiac&o).

- A acdao corrosiva de bactérias em superficie isolante “liner” deve ser vista
com cuidado, no entanto, ndo foi encontrada na literatura que as espécies
identificadas oferecam esse tipo de risco. Esse fato € corroborado pelo baixo acimulo
de 4gua nos drenos e a inexisténcia visual de corrosdo da superficie dos “liners”.

- A bactéria A. xylosoxidans isolada nas culturas € comum no ambiente,
recomenda-se a monitoracao periddica para avaliar sua evolucao e analisar medidas
preventivas, se necessario, visando ndo comprometer o ambiente nesse local e suas
adjacéncias.

- O método de Sequenciamento Randémico (shotgun) e a utilizacdo do
Sequenciador lon Torrent PGM, apesar serem caros, apresentam um resultado rapido
e confiavel para a identificacdo dos microrganismos.

- Os dados indicam que o método de analise e tratamento da agua da
piscina sdo adequados, uma vez que 0S microrganismos nhao apresentaram

crescimento excessivo.

9 RECOMENDACAO

- Estabelecer um prazo preventivo, para uma analise microbiologica da
agua da PCU, CTC e dos drenos do ECB, consequentemente uma reavaliacdo do

inventario.
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APENDICE

APENDICE 1: BACTERIAS IDENTIFICADAS EM ANGRA 1

Bactérias PS |CS |DS DU
Alphaproteobacteria 653 |589 |227681 | 307316
Betaproteobacteria 612 643 | 35590 |79877
Gammaproteobacteria 718 | 726 |42406 |32985
Bacteroidetes 456 |363 [11837 |43698
Actinobacteria 557 |559 |31443 |11916
Firmicutes 506 |478 |14680 |8816
Deltaproteobacteria 159 (142 | 8830 7278
Acidobacteria 31 |36 |5908 4046
Cyanobacteria 102 |97 [3919 3001
Chloroflexi 48 |54 |3785 2336
Planctomycetes 32 |29 |3701 1635
unclassified (derived from Bacteria) |10 |9 1956 2105
Chlamydiae 6 5 977 2056
Chlorobi 16 |17 |1262 1380
Verrucomicrobia 16 |27 [1529 992
Deinococcus-Thermus 56 |54 |1373 1058
Outras 83 [110 [3392 3085
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Relatorio de Exposi¢ao Ocupacional

APENDICE 2: RELATORIO DE EXPOSICAO OCUPACIONAL

Doses em mSv

Nome: DARCY MUNIZ DE ALMEIDA

57

Periodo de Exposigao Dose Tipo de Dose Tipos de Dosimetros
01/11/92 até 31/12/92 3,60 DET F
01/01/93 até 31/12/93 3,60 DET F
01/01/94 até 31/12/94 0,00 DET F
01/01/95 até 31/12/95 0,70 DET F
01/01/96 até 31/12/96 1,15 DET F
01/01/97 até 31/12/97 0,60 DET F
01/01/98 até 31/12/98 1,40 DET F
01/01/99 até 31/12/99 0,00 DET F
01/01/00 até 31/12/00 0,20 DET F
01/01/01 até 31/12/01 0,60 DET F
01/01/02 até 31/12/02 1,10 DET F
01/01/03 até 31/12/03 0,90 DET F
01/01/04 até 31/12/04 0,20 DET F
01/01/05 até 31/12/05 0,40 DET F
01/01/06 até 31/12/06 0,50 DET F
01/01/07 até 31/12/07 0,00 DET F
01/01/08 até 31/12/08 0,00 DET F
01/01/09 até 31/12/09 0,00 DET F,DTL
01/01/10 até 31/12/10 0,00 DET DTL
01/01/11 até 31/12/11 0,00 DET DTL
01/01/12 até 31/12112 0,00 DET DTL
01/01/13 até 31/12/13 0,00 DET DTL
01/01/14 até 31/08/14 0,00 DET DTL
01/01/15 até 10/12/15 0,00 DET DTL

Inicio de monitoragao: 11/1992

Tipos de Doses:

DET:

EDME: Equivalente de Dose Maxima na Extremidade

EDS:

Dose Efetiva Total

Equivalente de Dose Superficial

Tipos de Dosimetros:

DTL:
DLD:
F:

AD:

Dosimetro Termoluminescente

Dosimetro do Tipo Leitura Direta (secundario)

Filme Dosimétric:

Anel Dosimétrico

0

Este relatério apresenta as doses recebidas durante a designagéo de trabalho do usudrio na Central Nuclear Almirante Alvaro

Alberto.



