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RESUMO

As usinas nucleares no mundo estdo em processdates@&o da sua vida Util de 40 para 60 anos dag@er A Usina
Nuclear de Angra 1, com esta finalidade, vem raatip uma reavaliacdo de engenharia em todo seztqrgyj Piscina

de Combustivel Usado (PCU) é uma das areas a ssteitadas visando demonstrar sua integridade eidaga de
armazenamento dos elementos combustiveis de foemarss e possibilitar o prolongamento da vida Uil u$ina.
Microrganismos que se desenvolvemlimer do Canal de Transferéncia de Combustivel (CT@x €CU de uma
usina podem formar filmes bacterioldgicos resigerit alta radiacdo. Ocorréncias desse tipo ja folzsarvadas em
unidades de outros paises, no entanto, até 0 momenhum estudo desse tipo foi realizado no Brste trabalho
pretende obter o inventario de microrganismos ptesee direcionar as agdes preventivas para mibigaescimento
das possiveis bactérias que venham a prejudicalidgde da agua e/ou integridade li@r. Foram coletadas 14
amostras na superficie do revestimento do CTC,Gla & nos drenos do Edificio de Combustivel (ECBAdgra 1.
Parte das amostras foram utilizadas para o crestime isolamento de bactéria em meio de culturaosepor
identificacao pelo sequenciamento do gene 16S riRbiAmétodo de SangeiA bactériaA. xylosoxidanssolada nas
culturas € comum no ambient&s bactérias resistiram e sobreviveram a uma eg@osi radiacdo de 416000 puSv/h
(alta radiacdo)A acédo corrosiva de bactérias em superficieimdw deve ser vista com cuidado, no entanto, nédo foi
encontrado na literatura que a espécie identificdei@ca esse tipo de risédma vez que a dgua da piscina ja é tratada
e a bactéria presente é comum no ambiente, ndo dide cser recomendado para evitar a sua existércia. d
xylosoxidansnesse local e suas adjacéncias. No entanto, redersena monitoragdo periddica, para avaliar sua
evolucdo e analisar medidas preventivas, visand@o@prometer a integridade da piscina.

PALAVRAS-CHAVE: Usina de Combustivel Nuclear, Piscina de CombeistBactérias.

INTRODUCAO
A energia nuclear vem, nos ultimos anos, se tomamada op¢do importante na geracdo de energiaceléto mundo.
A vida (til de uma usina nuclear é de 40 anos,manto, muitas usinas estao estendendo a suatilipana 60 anos.

A Central Nuclear Almirantes Alvaro Alberto na UsilNuclear de Angra 1, cuja a Piscina de Combustisaido
(PCU) esté localizada no Edificio de Combustit#lB), e sua capacidade armazenamentoawkssupercompactos
€ de 1252 elementos combustiveis, possui uma minfade de 12 metros e é projetada para armazemaseguranga
os elementos combustiveis irradiados (ALMEIDA, 1999PCU é permanentemente preenchida com aguguecida
com Boro e purificada em um sistema Idep fechado, que inclui filtragem e desmineraliza¢c&@pdocessos que
garantem a alta pureza da agua. A temperatura &daastavel pela permanente circulagdo da agugpa€isnetros
fisico-quimicos e radioquimicos da dessa aguamsdsados semanalmente (ELETRONUCLEAR, 2016). Gepoala
PCU assegura que qualquer vazamento, através de miccas no revestimento de aco inoxidadalef), seja
direcionado para os drenos através de canaletgmstgriormente, e a agua conduzida através ddéag#imupara os
tanques de rejeitos de forma segura.

A formacgdo na agua por biofilme de microrganismBARRO et al., 2005) ja causou preocupacdo em usiaas
Republica Eslovaquia, Canada e Espanha (IAEA, 199&RRO et. al. 2005 eCHICOTE et. al. 2004).
Nenhum estudo nesse sentido j& foi realizado nseilBra

OBJETIVO
Detectar e identificar a ocorréncia de microrganmisma superficie dbner e drenos da PCU da Usina Nuclear de
Angra 1.
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METODOLOGIA

Paramétros fisico — quimicos, radioquimicos e radinétricos da agua

Em 26 de fevereiro de 2014, foi realizada uma agab radiométrica no interior da PCU e CTC. A n&dlifoi
realizada com o auxilio do equipamento FH 40 GLi&adter Série 22676, que foi posicionado em 10
diferentes pontos e profundidades.

Coleta das amostras

Inicialmente foi realizada uma amostragem pilottapmavaliacdo radioldgica preliminar de uma aradsir realizada
pelos Laboratério de Quimica e de Protecdo Raduddga Usina Nuclear de Angra 1. Apenas apés aatagdo de
gue o material ndo oferecia risco ambiental e desaids envolvidos foi realizada a coleta das aw®sO transporte
foi liberado pela Comisséo Nacional de Energia Barcte Angra 1 para o Instituto de Biofisica Carld®@as Filhe
Laboratorio de Metabolismo Macromolecular “Firmifiorres de Castfada Universidade Federal do rio de Janeiro.

Coleta das Amostras

Foram coletadas 14 amostras em quatro areas dsstol seja, nas superficies dio€r” (dentro d’agua) do CTC e da
PCU e no interior dos drenos (secos e Umidos). @auestra foi coletada com o auxilio de um SWABrdstém haste
de plastico em tubo sem meio de cultura. As ammdtiam coletadas em diferentes pontos a 15 cnx@lgii linha
d'agua, no CTC (4 amostras) e da PCU (4 amost¥as).drenos secos (DS) foram coletadas 3 gruposndsteas:
DS1 — amostra coletada nos drenos 1, 3 e 4; D&®staa coletada nos drenos 6, 7 e 8 e DS3 - amnosietada nos
drenos 2, 15, 18 e 19. Também nos drenos Umido} i@bm coletadas 3 grupos de amostras:DU4 - amaostetada
nos drenos 2, 5 e 9; DUS5 - amostra coletada nawodr#0, 11 e 13 e DU6 - amostra coletada nos drbhos6 e 17.
Ap6s a amostragem os suabes foram imediatamerggdas no tubo estéril, etiquetados e armazenagiosagxa de
isopor, sem gelo.

Crescimento, isolamento e sequenciamento de coléside microorganismos

Para o crescimento dos microorganismos foi reatizaw esfregaco com o0s cotonetes em meio de cul@Bragar
fresco em placas de Petri. As placas foram mant@&¥ C ou a 58C por 16 h. Apds esse periodo foi inspecionada a
formacdo de colbnias de bactérias nas respectile@ag Em uma amostra colhida em dreno Umido (DAidb)
observado o crescimento de bactérias em placa dmaatBYC por 16 horas. O isolamento das col6nias foi zadb
através da sequencia de trés replaqueamentos meonmesio de cultura. Para a identificacdo da bactéri utilizado o
gene do 16S rRNA como alvo para o sequenciameptsierior comparacao e busca de similaridade ctamoo de
dados de sequencias bacterianas. Para tal, ud@a@olada da bactéria foi crescida em meio gBitio por 16 hrs a
37°C com agitacdo. A cultura em meio liquido foi céatrada a 5000 rpm &@ em rotor SSA na centrifuga Sorvall. O
precipitado de células foi submetido a extracdoDiA total pelo método organico utilizando fenolm@rmio
modificado de BLIN & STAFFORD, 1976. Apds a extraclbi realizada a quantificacdo do DNA utilizando o
espectrofotdmetro NanoDrop (ThermoFisher Scientifitma aliquota do DNA (10 ng) foi submetida a Eeagle
polimerase em cadeia (PCR) utilizando os oligorai@deos iniciadores para o gene 16S rRNA envolverslegides
hipervariéaveis V1 a V8 do gene 16S rRNA. Os imior@s utilizados foram a sequencia sendo: 5'-
TWACACATGCAAGTCGARCG-3; e a sequencia antisenseC&EAGTTGCAGACTVCAATCCG-3'. A reacgdo
continha 0,2 mmol de cada iniciador, 0,1mM de dNT&STP, dTTP, dCTP, dGTP) (ThermoFisher Scierit)ficL,5
mM de MgCh (Thermo Fisher Scientiff), 2,5 unidades de Platin@nTaq DNA Polymerase (Invitrog&€h com o
respectivo tamp&o 10X (Invitrog®ne quantidade necesséaria dgOHMIlli-Q autoclavada para 50 pl. A reacgdo foi
amplificada em termociclador Veritis (Thermofisheit)lizando o protocolo de desnaturacdo inicial9déC por 5
minutos, 26 ciclos de desnaturagdo a 94°C por §orsims, anelamento a 55°C por 30 segundos e egtan&Z’C por
30 segundos e uma extensao final a 72°C por 10tosEn® produto do gene 16s rRNA amplificado foiussgriado
utilizando o BigDyeTerminator Cycling Sequencingt Ki3.1 (Life Technologies). As amostras prontasapar
sequenciamento foram aplicadas numa placa de 96specinseridas no Analisador Genético 3500 (Applied
Biosystems). A squencia obtida para o gene 16S rRNA foi de 104Bspde basesApds o sequenciamento, 0s
resultados foram analisados no programa Sequetciatysis (Applied Biosystems) e Genei®d8.1.3 (Biomatters)
para, através dos eletroferogramas, ser feita lssarta qualidade das sequencias. Em seguidajugrseia consenso
foi submetida a ferramenta de busca BLAB&ic Local Alignment Search Tdolno banco de dados nr de bactérias.
As sequencias homologas encontradas pela buscdASTH foram baixadas e o alinhamento foi realizagdando o
software CLCgenomicsworkbench O algoritmo utilizado foi o Neighbour Joining, diga de distancia de Jukes
Cantor conbootstrapde 1000 replicatas.
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Licenca para analise das Amostras

As amostras foram coletadas, através da Licendaatmlho Radiolégico N° 543 no dia 09/12/15 entdb%h e 11:35
h, com a temperatura da agua da PCU em 35°C e745 tla lamina d’agua, apds a coleta na PCU e oo sl foram

levadas ao Laboratdrio Quimico na Area Controlaata pealizacéo da espectrometria das 14 amostras.
Tendo sido liberadas radiologicamente dentro dogds permitidos para transporte, pela CNEN, nol@id2/15. No

dia 16/12/15 as amostras nos respectivos suab@s facondicionadas dentro de uma caixa de isop@ivigdo de

Protecao Radioldgica no Edificio de Administrac@&ofahgra 1, e transportadas de Angpara o IBCCF, de
acordo com o Plano de Transporte PF 06-15, semunamlanormalidade e recebidas IBCCF. No laboratério as
amostras foram mantidas por cinco dias em geladeitemperatura ambiente do laboratdri@ @5para posterior
andlise.

RESULTADO E DISCUSSAO

Levantamento Radiométrico da PCU

O levantamento radiométrico indicou um valor maxideo416000 uSv/h a cerca de 8 metros de profaddidna
PCU . Os parametros fisico-quimicos e radioquimid@sjualidade da agua, sdo analisados semanalestaredo
todos os valores dentro dos limites esperadoselsdo Condutividade Especifica < 20 pS/cm, Ganad, fpH entre 4 ~
4,7, Fator de descontaminacéo 1-131 > 10, Bord &sttre 2.500 mg/L ~ 3.000 mg/L, Cloreto < 150 pdfluoreto <
150 pg/L, Silica Total, Sélidos em Suspensao <@, Sulfato < 150 pg/L (ELETRONUCLEAR, 2016).

Isolamento de bactéria

Dentre as placas incubadas, apenas uma originads\8®B da amostra do dreno Umido (DU5) foi observado
crescimento de bactérias em método de cultura pamr&PC por 16 horas. Nas outras 3 amostras PS, CS e DS
visualmente ndo houve crescimento de bactériasr@ig).

PS CS DU DS

Figura 1: llustragdo das Placas de Petri contendo meiodzB, &ujo ensaio para o crescimento de bactérmsukbes
recolhidos na PS (piscina submerso); CS (canaratesferéncia); DU-5 ( dreno Gmido) e DS (dreno ydomam
testados por esfregaco por 16 horas 2C37A foto foi registrada apos terem sida mantida8Cpor 10dias.Fonte:
Autor (2016).

A bactéria isolada da colénia proveniente da armoBiU5 apresentou a sequéncia do gene 16S rRNAproef
apresentada na Figura 2. Esta sequéncia consend®4de pares de bases foi submetida a analise fifigpa
produzindo a arvore NJ bootstrap de 1000 repliqitigsira 3).
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GCTAATACCG
AGCGGCCGAT
AGCTGGTTTG
GAGGCAGCAG
GCGATGAAGG
ACCCCGCGAA
CGGTAATACG
GTTCGGARAG
GGGCTAGAGT
GCGGAGGAAC
AGCGTGGGGA
AGCTGTTGGG
AGTACGGTCG
ATGTGGATTA
CGAAGAGATT
AGCTCGTGTC
GCTACGARAAG
GTCAAGTCCT

LOCUS Seq_165_bact_DU 1045

CATACGCCCT
ATCGGATTAG
AGAGGACGAC
TGGGGAATTT
CCTTCGGGTT
ACTGACGGTA
TAGGGTGCAA
ARAGATGTGA
GTGTCAGAGG
ACCGATGGCG
GCAARACAGGA
GCCTTCGGGC
CRAGATTAAR
ATTCGATGCA
TGGCAGTGCT
GTGAGATGIT
GGCACTCTAA
CATGGCCCTT

bp DNA linear UNA 04-Jun-2016

ACGGGGGAAR
CTAGTTGGTG
CAGCCACACT
TGGACAATGG
GTAAAGCACT
CCTGCAGARAT
GCGTTAATCG
AATCCCAGAG
GAGGTGGAAT
AAGGCAGCCT
TTAGATACCC
CTTGGTAGCG
ACTCAAAGGA
ACGCGAARRR
CGCARGAGAA
GGGTTAAGTC
TGAGACTGCC
ATGGG

GCAGGGGATC
GGGTAACGGC
GGGACTGAGA
GGGAAACCCT
TTTGGCAGGA
AAGCACCGGC
GAATTACTGG
CTTAACTTTG
TCCGCGTGTA
CCTGGGATAA
TGGTAGTCCA
CAGCTAACGC
ATTGACGGGG
CCTTACCTAC
CCGGAACACA
CCGCAACGAG
GGTGACARAC

TTCGGACCTT
CTACCAAGGC
CACGGCCCAG
GATCCAGCCA
AAGAAACGTC
TAACTACGTG
GCGTAAAGCG
GAACTGCATT
GCAGTGAARAT
CACTGACGCT
CGCCCTAAAC
GTGAAGTTGA
ACCCGCACAA
CCTTGACATG
GGTGCTGCAT
CGCAACCCTT
CGGAGGAAGG

GCACTATTGG
GACGATCCGT
ACTCCTACGG
TCCCGCGTGT
GCGGGCTAAT
CCAGCAGCCG
TGCGCAGGCG
TTTAACTACC
GCGTAGATAT
CATGCACGAA
GATGTCAACT
CCGCCTGGGE
GCGGTGGATG
TCTGGAATGC
GGCTGTCGTC
GTCATTAGTT
TGGGGATGAC

Figura 2: Sequéncia do gene 16S rRNA identificada para an@lde bactéria isolada da amostra do dreno DU5.
Fonte: Autor (2016).

Seq 165 bact DU

Achromobacter sp.-AB646577
Achromobacter sp.-KF601256
Achromobacter xylosoxidans-jQ659958
Achromobacter spanius-KX527629
Achromobacter arsenitoxydans-KU129011
~——= Bordetella pertussis-KX138518
Alcaligenes faecalis-KX138517
Caulobacter sp.-KX442638

0.035

Figura 3: Arvore filogenética de sequéncias 16S rDNA doadol bacterianoSeq 16S bact DU de bactérias
disponiveis em bases de dados publicas. A barrasema 0,035 divergéncia de seqiiéncia. Os céilidmados apds
0 nome das espécies representam o acesso ao Gar@aakAutor (2016).

As andlises levaram a identificagdo da bactériaocéehromobacter sp. e/ou A. xylosoxidaysbuuchi and Yano
1981. Reino Bacteria; Filo: Proteobacteria; Clasdgetaproteobacteria; Ordem: Burkolderiales; Familia
Alcaligeneaceae; Generdchromobacter Espécie:A. xylosoxidangex Yabuuchi and Ohyama 1971) Yabuuchi and
Yano 1981.Essa espécie de bactéria gram-negativa ocorre Inoesoa agua e tem sido associada a infeccbes e
bacteremias em pacientes imunocomprometidos (CD@3)2

A agua da piscina €, a principio, desfavoravermégao de microrganismos por possuir alta taxadieatividadeNo
momento da coleta existia 894 elementos irradiaaloeazenados com atividade na orden de 0,416 Gy,
conforme “Levantamento Radiométrico da PCU em 2&42 (Fonte: Eletronuclear — Divisdo de Protecéo
Radioldgica). Sendo assim a bact&iacylosoxidansobreviveu a uma alta exposi¢cdo na PCU antes amptxda pelo
dreno.Apesar dessa bactéria ser patogénica ao homerajhadbres do entorno da piscina e os mergulhad@es
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entram em contato com a agua durante as atividdelestina. Todos sem excecdo devem utilizar, dertodo o
tempo de servigo, equipamento de protecéo indiVapriado & atividade em ambientes contaminadasstema de
transferéncia de combustivel eloers sdo inspecionados e preventivamente sdo executatagencdes preventivas,
por mergulhadores especializados, que apesar pecer@m submersos, utilizam trajes que os isolanagla
contaminaddALMEIDA, 2002). O presente estudo ndo realizou amostras de lzecpesentes no ar, para a qual os
trabalhadores do entorno, ndo possuem equipamergmtecao especifico (ex. mascara).

A acao corrosiva de bactérias em superfidegeser vista com cuidado, no entanto, ndo foi enedatma literatura
gue a espécie identificada ofereca esse tipo de.rButras usinas ja detectaram em PCUs a formdedmofiimes
compostos por microrganismos tais como: microaldegtérias gram-positivas e gram-negativas e atémme
coliformes patogénicodAEA, 1997).

No presente estudo as amostras (suabe) ndo apr@semiveis significativos de radiondclideos, rap@ta qual
atenderam todos os critérios previstos a remodéeracéo do transporte para fora de Angra 1. M&mds evidéncia
do aumento nos niveis de radiacdo na parede dmaipoovenientes dos microrganismos através deaipfim de
biofilmes, tampouco, problemas relacionados a brostagdo ou biocorrosdo dos materiais utilizadosistema de
agua de arrefecimento que causem o aumento datiatiade na agua da piscina.

CONCLUSAO

As bactérias percorrem o trajeto a partir da batdaPCU até atingir os drenos, indicando que elsistiam e
sobreviveram a exposigdo a radiacéo de 416000 |(S8tdlradiagao).

A acdo corrosiva de bactérias em superficie iseldimer” deve ser vista com cuidado, no entanto, ndo fwoemada
na literatura que a espécie identificada oferega #go de risco.

A bactériaA. xylosoxidandgsolada nas culturas é comum no ambiente, recormem@amonitoracdo perioddica para
avaliar sua evolucdo e analisar medidas preventheasecessario, visando nao comprometer o amhieste local e
suas adjacéncias.

Os dados indicam que o método de andlise e tratantm agua da piscina sdo adequados, uma vez que 0s
microrganismos ndo apresentaram crescimento exoessi

Recomenda-se o estabelecimento de um protocoéméléese microbioldgica da dgua da PCU, CTC e deaadr do
ECB de carater preventivo.
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