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RESUMO 

 

A queda de granizo é um fenômeno muito recorrente nas tempestades que atingem a Região 

Sul do Brasil, região do país que registra a maior incidência do fenômeno. Ainda assim, pouca 

investigação científica foi conduzida até o momento para se compreender as principais 

características do fenômeno e os mecanismos nele envolvidos. Desta forma, o presente trabalho 

tem como objetivo apresentar, pela primeira vez, uma caracterização da composição 

microbiológica cultivável do granizo de uma tempestade ocorrida no sudoeste do estado do 

Paraná. Após terem seus diâmetro, massa e volume mensurados fisicamente, amostras de 

granizo de uma tempestade ocorrida em julho de 2016 foram submetidas a um protocolo de 

descontaminação estabelecido neste trabalho, e cultivadas em meio MHA para o isolamento de 

bactérias. As UFC foram caracterizadas e contabilizadas e os 76 isolados representativos 

obtidos foram submetidos a análise morfotintorial com a técnica coloração de Gram. Um 

agrupamento fenotípico utilizando o software UPGMA permitiu a seleção de 22 isolados 

representativos para serem enviados ao sequenciamento genético. O DNA total destes isolados 

foi extraído por kit comercial e na sequência foi realizada PCR para amplificação da região 16S 

de RNA ribossômico (RNAr). O amplicon gerado foi encaminhado para sequenciamento em 

empresa especializada, e as sequências genéticas obtidas foram submetidas a buscas de 

similaridades com sequências gênicas presentes no GenBank, por meio do BLAST. Como 

resultado foram identificadas 11 espécies de bactérias pertencentes a 8 gêneros distintos, todas 

características de ambiente natural, com predominância de espécies em formato de bacilo, 

Gram-positivas e formadoras de esporos. Os gêneros Bacillus e Paenibacillus representaram 

50% das espécies identificadas e foram apontados em outros estudos como potenciais 

nucleadores de gelo. Identificou-se ainda o gênero Sporosarcina como o único não encontrado 

em buscas feitas na literatura para estudos relacionados a amostras de ar, água de nuvem ou 

granizo. Com relação às propriedades físicas, as pedras de granizo apresentaram diâmetros 

médios entre 1,15 e 1,75cm, e densidades médias variando entre 0,8 a 1,0g/mL, condizentes 

com a literatura. Por fim, sugestões para estudos futuros foram apresentadas nas conclusões. 

 

  

Palavras-Chave: Bactérias; Brasil; Granizo; INA; Microrganismos; Nucleador de Gelo; 

Protocolo de Descontaminação; Paraná. 

 

 

  



ABSTRACT 

 

The hailfall is a recurrent phenomenon in storms that reach Brazil´s South Region. 

Nevertheless, little scientific investigation has been conducted in order to understand the main 

characteristics and involved mechanisms. Physical, chemical and microbiological 

characterization of hailstones consists on an important stage to understand processes associated 

to events that culminate in hail. Thus, this work aims to present, for the first time, a 

characterization of microbiological composition of hail from a hailstorm occurred in 

southwestern of Paraná state. Hailstones from a storm occurred in July 2016 were physically 

characterized (mass, diameter, volume, density), and submitted to a decontamination protocol 

established in this work. Melt hailstone water was plated to grow in MHA medium for bacteria 

isolation. We counted and characterized CFU, resulting in 76 representative isolates that were 

submitted to morphotintorial analysis by Gram stain technique. UPGMA software delivered a 

phenotypic grouping that enabled the selection of 22 representative isolates to be forwarded to 

the genetic sequencing service. We extracted total DNA from these isolates by commercial 

extraction kit and performed a PCR for amplification of ribosomal RNA (rRNA) 16S region. A 

specialized company provided the genetic sequences to the generated amplicon. The genetic 

sequences were submitted to BLAST for similarity search in GenBank. As a result, we 

identified 8 genera and 11 species of environmental bacteria, which were predominantly rod-

shaped, Gram-positive, and spore-forming. Bacillus and Paenibacillus represented 50% of the 

species identified and they were mentioned in other studies as potential ice nucleators. 

Sporosarcina was the only genus that could not be found in our literature searches regarding 

air, cloud water or hail samples. Regarding the physical properties, hailstones had average 

diameters between 1.15 and 1.75cm, and mean densities ranging from 0.8 to 1.0g / mL, 

consistent with the literature. Finally, we present suggestions for future studies in the 

conclusion. 

 

 

Keywords: Bacteria; Brazil; Decontamination Protocol; Hail; Ice Nucleation Active (INA) 

Microorganisms; Paraná. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Tempestades acompanhadas de chuva torrencial, vendavais, tornado e granizo 

representam grande preocupação para a sociedade, em particular pelas enormes perdas 

econômicas e sociais que causam (JOVEL, 1989; CROMPTON e MCANENEV, 2008; IPCC, 

2014). Tempestades intensas são comuns em várias partes do mundo, em especial nas zonas 

temperadas. As estações do ano bem definidas para esta faixa do planeta, com verões quentes 

e invernos frios, favorecem a ocorrência dessas tempestades que, muito frequentemente, são 

acompanhadas de queda de granizo, com pedras de gelo atingindo vários centímetros de 

diâmetro (HENRI, 2000; CLARK e WEBB, 2013; MARTINS et al., 2016; PUNGE e KUNZ, 

2016).  

A porção mais ao sul do Brasil encontra-se nessa faixa temperada e tempestades de 

granizo fazem parte do cotidiano das pessoas que nela habitam. Embora exista um grande 

número de estudos dedicados às tempestades de granizo, observa-se que o tema é muito pouco 

estudado para as regiões brasileiras (MARTINS et al., 2016). O granizo é um evento 

meteorológico de curtíssimo prazo e que pode ocorrer sobre uma área muito limitada, o que 

torna difícil o avanço do conhecimento sobre o fenômeno (CHANGDON, 1977). Entretanto, 

os danos sobre plantações, animais, veículos e edifícios podem ser imensos e causar enorme 

prejuízo financeiro em muitos setores econômicos (JAROSZWESKI et al., 2015). Por esta 

razão, tem sido uma questão de grande preocupação tanto para a comunidade científica quanto 

para as companhias de seguros (MUNICH RE, 1999). 

O conhecimento das condições do ambiente e da atmosfera é extremamente importante 

para o avanço na compreensão e previsibilidade das tempestades de granizo. Em regiões do 

mundo onde houve preocupação em se estudar as características de ocorrência do fenômeno, 

foram constatados significativos ganhos científicos (como pode ser notado pelas várias 

referências citadas neste trabalho), bem como redução nos danos sociais e econômicos 

decorrentes dos eventos. A melhor compreensão do fenômeno permite a antecipação de ações 

que colaboram com tomadas de decisões, favorecendo, por exemplo, a produção agrícola e 

pecuária (determinadas produções pecuárias extensivas contam com grandes quantidades de 

animais em campos abertos). Tais medidas têm possibilitado o avanço na compreensão de 

aspectos e locais associados à ocorrência de granizo (THIELEN e GADIAN, 1997; SIOUTAS 

e FLOCAS, 2003; POČAKAL et al., 2009; SIOUTAS et al., 2009; TUOVINEN et al., 2009; 

CINTINEO et al., 2012; BERTHET et al., 2013), bem como de propriedades inerentes ao 
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monitoramento por técnicas de sensoriamento remoto (DELOBBE E HOLLEMAN, 2006; 

BEDKA, 2011; CECIL e BLANKENSHIP, 2012), à previsibilidade (ARAN et al., 2007; 

LESLIE et al., 2008; PARASCHIVESCU et al., 2011; MERINO et al., 2013; MOHR et al., 

2015) e à prevenção (RAKOVEC et al., 1990; MESINGER E MESINGER, 1992; 

SIMEONOV, 1996; DESSENS, 1998; MALKAROVA, 2011).    

Além das condições locais e sinóticas que favorecem à ocorrência de granizo, a 

investigação das características físicas, químicas e microbiológicas das pedras de gelo consiste 

em etapa importante para o entendimento dos processos associados à formação das tempestades 

severas que culminam com a formação de granizo. Alguns estudos têm apontado que certas 

espécies de microrganismos, principalmente bactérias, atuam como núcleos de condensação de 

nuvens e, em especial, de gelo (MANDRIOLI et al., 1973; BAUER et al., 2003; SUN E 

ARIYA, 2006; MÖHLER et al., 2007; ŠANTL-TEMKIV et al., 2013; MICHAUD et al., 2014). 

No Brasil a Região Sul é a que registra a maior incidência de tempestades severas com 

queda de granizo. Dados da Defesa Civil registram com detalhes desastres causados por esses 

eventos e fornecem informações detalhadas sobre os prejuízos socioeconômicos e ambientais 

decorrentes (FELIX, 2015). A Região Sul apresenta eventos concentrados principalmente nos 

meses de setembro e outubro e faixa de horário entre 16h e 18h (FELIX, 2015). Embora os 

prejuízos estimados pela Defesa Civil superem a casa de algumas centenas de milhões de reais, 

até recentemente nenhuma investigação científica foi conduzida para que as principais 

características do fenômeno e os mecanismos envolvidos possam ser revelados. 

Dada a baixa atenção que as instituições de fomento têm dado ao tema e considerando 

sua grande importância para a Região Sul do Brasil, a UTFPR tem apoiado, juntamente com as 

Secretarias de Agricultura dos municípios da região oeste dos estados do PR e SC, um projeto 

relacionado à ocorrência de tempestades de granizo na região. Isso tem permitido a instalação 

e manutenção, com recursos próprios para pesquisa, desde julho de 2014, de uma rede de 

detecção de granizo na fronteira oeste dos estados do PR e SC. A região foi escolhida por ser 

aquela onde se observa a manifestação do fenômeno com maior frequência e intensidade e 

grandes danos à sociedade. Dessa forma, a região de estudo compreende os municípios de 

Barracão (PR), Bom Jesus do Sul (PR), Flor da Serra do Sul (PR), Dionísio Cerqueira (SC), 

Guarujá do Sul (SC) e Princesa (SC), que apresentam características de desenvolvimento rural 

voltadas à agricultura familiar. Metade desses municípios apresenta população rural maior que 

a urbana, como é o caso de Bom Jesus do Sul (75,42%), Flor da Serra do Sul (65,21%) e 

Princesa (63,6) (IBGE, 2010). 
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É no contexto acima descrito que este trabalho (que compõe parte do referido Projeto) 

se propõe a analisar a composição microbiológica predominante em amostras de granizo com 

vistas à compreensão do potencial impacto local e remoto das emissões naturais e 

antropogênicas sobre o desenvolvimento da fase de gelo no interior das células convectivas. O 

estudo pretende contribuir para expandir as fronteiras do conhecimento no que se refere à 

compreensão dos processos envolvidos na formação do granizo e de sua ocorrência, mais 

especificamente, nessa região. O foco principal do trabalho está na análise de amostras 

coletadas e não pretende encerrar em si a completa dimensão da microbiologia dos granizos, 

mas ser uma referência pioneira para o assunto na América do Sul. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



13 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Caracterizar a composição microbiológica do granizo coletado em um evento 

específico de chuva na região sudoeste do Paraná, e contribuir com investigações voltadas à 

compreensão da ocorrência de microrganismos e de sua importância no processo de formação 

de gelo na atmosfera da região de estudo.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 Estabelecer um protocolo de limpeza das pedras de granizo; 

 Caracterizar as propriedades físicas médias de massa, volume, diâmetro e densidade das 

amostras de granizo; 

 Isolar microrganismos presentes nas amostras de granizo; 

 Identificar as bactérias presentes nas amostras de granizo. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 AEROSSÓIS E MICRORGANISMOS NA ATMOSFERA 

 

 A atmosfera terrestre é rica em partículas com origem na superfície do planeta, tanto 

por conta das emissões naturais quanto por atividades humanas (ANDREAE, 2007). Isso inclui 

poeira do solo e de áreas desérticas (ALFARO e GOMES, 2001; ARIMOTO, 2001; DEMOTT 

et al., 2003), material orgânico de emissões biogênicas (KULMALA et al., 2004; BAUER et 

al., 2003; ARNETH et al., 2008; AMIRO et al., 2009), partículas de incêndios florestais 

(FLANNIGAN et al., 2000; GENEROSO et al., 2003; ANDREAE et al., 2004; GILLETT et 

al., 2004; HOELZEMANN et al., 2004; ARORA e BOER, 2005), sal marinho (O’DOWD e 

SMITH, 1993; BIGG e LECK, 2008; LEWIS e SCHWARTZ, 2004; CLARKE et al., 2006; 

PIERCE e ADAMS, 2006) sulfato de emissões marinhas por fitoplâncton (GABRIC et al., 

1993; AYERS et al., 1997; BOYD, 2002; BARNERS et al., 2006; ARCHER, 2007; 

CARSLAW et al., 2010) e emissões industriais e urbanas (ZHANG e WEXLER, 2004; 

VOLKAMER et al, 2006; LANZ et al., 2007; WEBER et al., 2007; McMEEKING et al., 2012). 

Esses aerossóis também têm um efeito significativo sobre componentes do sistema terrestre, 

como por exemplo, no balanço radiativo atmosférico (HAYWOOD e BOUCHER, 2000; 

BOUCHER e PHAM, 2002; FEICHTER et al., 2004; LOHMANN e FEICHTER, 2005) no 

albedo da neve e do gelo (WARREN e WISCOMBE, 1980; KRINNER et al., 2006; FLANNER 

et al., 2007), na disponibilidade de radiação fotossinteticamente ativa (GU et al., 2002; GU et 

al., 2003) e no fornecimento de nutrientes aos oceanos (CASSAR et al., 2007; WOODHOUSE 

et al., 2008). Na maioria dos casos, os mecanismos de retroalimentação do sistema terrestre 

sobre a concentração de aerossóis estão cercados por grande incerteza (BOPP et al., 2003; 

BOPP et al., 2004; BRYANT et al., 2007; GOLDSTEIN e GALBALLY, 2007). 

Aerossóis de origem biológica, em particular, tem despertado muita atenção da 

comunidade científica, principalmente pelo seu papel em importantes processos físicos e 

químicos da atmosfera terrestre (ARIYA e AMYO, 2004). Um quarto das partículas totais em 

suspensão na atmosfera (aerossóis) apresenta material biológico em parte de sua constituição 

(JONES e HARRISON, 2004). Essa fração de participação do material orgânico na composição 

dos aerossóis possui grande variabilidade espacial, de maneira que pode variar de contribuições 

praticamente nulas sobre determinadas áreas do planeta, onde predominam partículas com 

origem no solo, como por exemplo os desertos (CHUNG, 1992; GAO et al., 1997; ZHANG et 

al., 2002; MARCONI et al., 2014), até serem majoritárias sobre determinados biomas, como 
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por exemplo, as grandes florestas tropicais (ANDREAE e ANDREAE, 1988; ARTAXO e 

HANSSON, 1995; MIRCEA et al., 2005; DECESARI et al., 2006). 

Os microrganismos presentes nos aerossóis também são transportados por longas 

distâncias e podem ser úteis como bioindicadores da origem do material particulado que é 

depositado sobre determinada região (DESPRÉS et al., 2012; MEOLA et al., 2015). O clima e 

as condições meteorológicas também são determinantes na liberação inicial dos bioaerossóis e 

sua dispersão na atmosfera (JONES e HARRISON, 2004; JAENICKE, 2005; HEALD e 

SPRACKLEN, 2009). Ao mesmo tempo, a disponibilidade de temperatura e água pode 

influenciar a liberação de alguns microrganismos, controlando a variação de curto prazo de 

pólen, esporos fúngicos e concentrações bacterianas (JONES e HARRISON, 2004). 

A atividade de nucleação das partículas pode ainda ser influenciada em alguns casos 

por pré-ativação, efeitos de memória (histerese), Radiação UV e campos elétricos entre outros 

fatores associados ao ambiente interno à nuvem (ROBERTS e HALLETT, 1968; SCHALLER 

e FUKUTA, 1979 apud PRUPPACHER e KLETT, 1997). Além disso, ciclos repetidos de 

congelamento e derretimento no laboratório levam à conclusão de que a maioria das nucleações 

de gelo é devido a características intrínsecas da partícula e que podem promover congelamento 

ao longo da mesma temperatura mais de uma vez (ANDERSON e HALLETT, 1976). Portanto, 

uma vez presentes na atmosfera, os bioaerossóis podem desempenhar papel importante na 

formação das nuvens e na evolução da estrutura de desenvolvimento das tempestades. 

 

3.2 NUCLEAÇÃO DE GELO NO INTERIOR DE NUVENS 

 

Parte significativa das nuvens existentes na atmosfera é formada de gelo. E os 

aerossóis têm papel importante nesse processo. O gelo pode ser formado na atmosfera a partir 

da água líquida ou diretamente a partir da fase de vapor, podendo ocorrer por meio de dois 

processos: nucleação homogênea (HEYMSFIELD e SABIN, 1989; KHVOROSTYANOV e 

SASSEN, 1998; KOOP et al, 2000) e nucleação heterogênea (DEMOTT et al., 1998; DEMOTT 

et al., 1999). Vali et al (2015) observam que com o crescente conhecimento científico sobre 

nucleação heterogênea de gelo nos últimos anos, e a confusão entre terminologias utilizadas na 

literatura, sugerem definições para os termos utilizados nas descrições do processo de nucleação 

de gelo, em especial, a nucleação heterogênea.  

De acordo com os autores citados no parágrafo anterior, o processo de nucleação 

homogênea de gelo é aquele que se dá sem a presença de substâncias estranhas/externas 

participando do processo, podendo ocorrer a partir da água na fase de vapor - por deposição 
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(vapor supersaturado transforma-se diretamente em gelo), ou a partir da água líquida - por 

congelamento (corpo líquido super-resfriado) 

Devido à alta supersaturação requerida, o processo de nucleação homogênea por 

deposição não é observado na atmosfera ou em sistemas naturais. Contudo, há evidências desse 

tipo de nucleação envolvendo o passo intermediário de condensação homogênea de líquido, ou 

uma fase amorfa, em supersaturações abaixo da necessária para que a deposição ocorra 

(MURRAY e JENSEN, 2010; MÖHLER, 2007). Já o processo de nucleação homogênea por 

congelamento requer temperaturas abaixo de -38°C para ocorrer (PRUPPACHER e KLETT, 

1980; SASSEN e BENSON, 2000; KÄRCHER e LOHMANN, 2002). 

A nucleação heterogênea de gelo, por sua vez, ocorre com a presença de uma 

substância externa, acontecendo num estado de menor supersaturação ou super-resfriamento 

que o exigido para a nucleação homogênea. A substância externa em questão pode ser uma 

partícula, uma molécula ou uma entidade - objeto, material, substância ou outra coisa - que seja 

o agente responsável por tal processo (VALI et al, 2015). De acordo com a maneira com que 

partícula está envolvida, identificam-se duas classificações de nucleação heterogênea: i) por 

deposição e ii) por congelamento.  

A nucleação heterogênea por deposição é definida como a nucleação de gelo que se dá 

a partir de vapor supersaturado sobre uma partícula nucleadora de gelo (IN) ou equivalente, 

sem a formação de líquido (VALI et al, 2015). Os autores afirmam ainda que é difícil a 

verificação da não formação de líquido nesse processo, e que, assim como na nucleação 

homogênea por deposição, um estágio transitório com a presença de líquido pode acontecer, 

mas que não chega a se desenvolver a um nível macroscópico e observável. Por fim, observam 

que ainda é necessário conhecer mais a respeito dos detalhes do processo. 

A nucleação heterogênea por congelamento ocorre a partir do congelamento da água 

líquida super-resfriada, porém, sendo o processo atribuído a um IN ou equivalente. De acordo 

com a forma com que o IN está envolvido nesse processo, ele pode ainda ser classificado em 

congelamento por imersão (quando o IN está imerso no líquido) e por contato (quando há o 

contato da partícula com a superfície do líquido, a partir do ar) (LOHMANN, 2002). Existem 

ainda outros modos de congelamento relatados na literatura, como por exemplo, congelamento 

por eletricidade, evaporação, choque mecânico e colisão (VALI et al, 2015). 

 

 

 

 



17 

3.3 BIOAEROSSÓIS E A NUCLEAÇÃO DE GELO NO INTERIOR DE NUVENS 

 

No contexto deste trabalho, o papel mais importante associado aos bioaerossóis está 

no seu papel como formador de núcleos de condensação de nuvens (CCN, do inglês Cloud 

Condensation Nuclei) e núcleos de gelo (IN, do inglês Ice Nuclei) (DIEHL et al., 2001; 

MÖHLER et al., 2007; PÖSCHL et al., 2010; MORRIS et al., 2014). Durante muito tempo se 

assumiu que somente partículas inorgânicas, tais como partículas minerais, originárias de 

regiões áridas e desérticas, fossem responsáveis pela nucleação de gelo na atmosfera (BAUER 

et al., 2003). Entretanto, estudos recentes têm demonstrado que microrganismos em suspensão 

na atmosfera são importantes precursores de CCN e IN (CHRISTNER et al., 2008a, 2008b; 

ARIYA et al., 2009; DEMOTT e PRENNI, 2010; JOLY et al., 2013). Em geral tais 

microrganismos são encontrados na forma de estruturas dormentes denominadas de esporos, 

que conferem certa vantagem genética ao permitir que sobrevivam durante o transporte e por 

períodos prolongados de estresse ambiental. Estes esporos, de acordo com sua localização na 

célula em seu processo de formação, podem ser considerados endósporos ou exósporos. 

A presença de microrganismos no interior de granizos, em particular, remonta ao final 

do século XIX, conforme pode ser observado nas discussões apresentadas por HARRISON 

(1898). Entretanto, a presença de bactérias no interior dos granizos foi sugerida na época apenas 

como decorrente do transporte de água para dentro da nuvem, por ocasião de formação da 

tempestade, e subsequentemente congelamento. Em décadas mais recentes, a presença de 

microrganismos no interior de granizos tem chamado a atenção (MANDRIOLI et al., 1973; 

ŠANTL-TEMKIV et al., 2012; ŠANTL-TEMKIV et al., 2013). Partículas biológicas isoladas 

a partir de amostras de granizo, por exemplo, têm se comportado como núcleos de gelo ativos 

em temperaturas na faixa de -2°C a -18°C (MICHAUD et al., 2014), o que pode ser considerado 

como uma faixa de temperatura relativamente alta para os padrões de nucleação de gelo no 

interior de nuvens na atmosfera (SHEN et al., 1977; ZIMMERMANN et al., 2008; ATKINSON 

et al., 2013; PINTI et al., 2012)  

O estudo realizado por MÖHLER et al. (2007) é particularmente importante porque 

revela que bactérias identificadas no interior dos granizos, especialmente as bactérias gram-

negativas, têm papel fundamental na formação de cristais de gelo no interior de nuvens. O 

estudo de ŠANTL-TEMKIV et al. (2013), por exemplo, constata a presença de vários gêneros 

bacterianos em amostras de granizo coletadas logo após a queda, e verifica que a origem da 

maior parte desses gêneros são habitats terrestres, em especial, as plantas, ou a filosfera. 
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3.4 CARACTERÍSTICAS DE BIOAEROSSÓIS NUCLEADORES DE GELO 

 

As características dos bioaerossóis que os tornam IN em temperaturas mais elevadas 

que os demais aerossóis ainda não são bem compreendidas. Alguns tratamentos teóricos 

apontam para uma associação entre o tamanho da partícula nucleadora, a supersaturação e a 

temperatura (PRUPPACHER e KLETT, 1997; EASTWOOD et al., 2008). Além dessas 

relações, tanto a teoria quanto as observações indicam que as superfícies de nucleação 

provavelmente possuem arranjos cristalográficos que se assemelham aos arranjos das 

moléculas da água. O iodeto de prata, que tem sido amplamente usado nos processos de 

supressão de granizo (BIGG e TURTON, 1986; BALASCH et al., 2004; DESSENS et al., 

2016), por exemplo, é uma das substâncias que confirmam esse fato. Também há evidências na 

literatura de que a pré-ativação, lacunas, cavidades, ângulo de contato e outras características 

superficiais de materiais cristalinos podem aumentar o potencial de nucleação da partícula 

(MASON e MAYBANK, 1958; ROBERTS e HALLETT, 1968; EASTWOOD et al., 2008) 

Em relação aos tipos de microrganismos presentes na atmosfera, DELEON-

RODRIGUEZ et al. (2013) identificaram mais de 300 espécies de bactérias em amostras de ar 

coletadas entre 8 e 15 km de altitude em diferentes regiões. Nesse estudo as bactérias 

representaram, em média, cerca de 20% do total de partículas no domínio entre 0,25 a 1,0 μm, 

sendo pelo menos uma ordem de grandeza maior do que a concentração de fungos. A maior 

parte das bactérias identificadas na atmosfera correspondeu a patógenos de plantas. Aerossóis 

e amostras de ar coletados em um sítio remoto da Áustria também foram utilizados para a 

identificação da presença de bactérias por BAUER et al (2003), que identificou tanto espécies 

Gram positivas como Gram negativas, porém, nenhuma conhecida da literatura como espécie 

apta para nucleação de gelo.  

Deve ser considerado que, para as bactérias, o fato de existirem e serem transportadas 

como aerossóis na atmosfera representa um mecanismo positivo para sua dispersão biológica. 

Permeando o solo e as nuvens por meio desses processos/ciclos, as bactérias são capazes de 

efetivamente transitar por diferentes ecossistemas e isso pode significar um impacto no 

transporte de longa distância e distribuição global de diferentes espécies de bactérias. 

O trabalho pioneiro de Vali et al. (1976) sugere que a bactéria Gram-negativa 

Pseudomonas syringae seja um dos mais eficientes nucleadores de gelo na atmosfera, podendo 

ser ativada em temperaturas de até -2 C. A partir da descoberta de Vali, estudos têm 

identificado outras bactérias nucleadores de gelo, em particular aquelas pertencentes a três 

gêneros de espécies Gram-negativas Pseudomonas, Xantomonas e Erwinia (LINDOW, 1983; 
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ROGERS et al., 1987; FALL e FALL, 1998; BAUER et al, 2003; MORRIS et al., 2004; JOLY 

et al., 2013; ŠANTL-TEMKIV et al., 2012; ŠANTL-TEMKIV et al., 2013). Alguns estudos 

têm sugerido que a propriedade nucleadora de gelo dessas bactérias esteja relacionada à 

existência de um gene específico que codifica proteínas ancoradas na membrana superficial das 

bactérias, capazes de acelerar a formação de cristais de gelo em água super-resfriada a 

temperaturas de -2°C a -10°C (WOLBER, 1986 e TURNER et al., 1991 apud SARHAN, 2011).  

Outro aspecto relevante a ser analisado é a fonte dos microrganismos em suspensão na 

atmosfera, em particular bactérias. Lindow et al. (1978), por exemplo, analisaram diversos tipos 

de vegetação (anuais, herbáceas perenes, angiospermas amadeiradas e coníferas) nos estados 

de Califórnia, Colorado, Florida, Louisiana, e Wisconsin, nos Estados Unidos, e observaram 

que 74 das 95 espécies de bactérias analisadas foram consideradas nucleadoras de gelo. 

Observaram ainda a prevalência desse tipo de bactéria (nucleadora de gelo) em todos os grupos 

vegetais analisados, com exceção do grupo das coníferas. Todas as bactérias nucleadoras de 

gelo assemelharam-se a Pseudomonas syringae ou Erwinia herbicola, sugerindo que as 

superfícies das plantas podem constituir uma fonte significativa de IN. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 COLETA DE AMOSTRAS 

 

As pedras de granizo utilizadas neste trabalho são provenientes de um evento de 

precipitação ocorrido em 14 de julho de 2016, entre 20:30h e 22h, nos municípios de Bom Jesus 

do Sul e Barracão, no Paraná. Os pontos de coleta das amostras no município de Bom Jesus do 

Sul foram denominados BJ-06, BJ-11; BJ-12; BJ-58; BJ-Ki e, no município de Barracão, BA-

Est.  

As localizações dos pontos de coleta das amostras são apresentadas como triângulos 

vermelhos na Figura 01, e suas coordenadas são: BJ-06 (26° 11' 10.23'' S; 53° 37' 58.69'' W); 

BJ-11 (26° 12' 17.78'' S; 53° 34' 41.38'' W); BJ-12 (26° 11' 13.93'' S; 53° 35' 2.03'' W); BJ-58 

(26° 11' 39.54'' S; 53° 36' 47.70'' W); BJ-Ki (26° 11' 37.00'' S; 53° 36' 6.00'' W) e BA-Est 

(rodovia BR-163 km 06, 26° 13' 15.00'' S; 53° 38' 29.00'' W). 

 

 

Figura 01. A imagem central apresenta os seis municípios participantes Projeto Granizo (nomes na legenda), a 

localização dos pontos onde encontram-se instaladas placas para detecção de queda de granizo (pontos negros), e 

a localização dos pontos onde foram coletadas as amostras de granizo (identificados com triângulos 

vermelhos), no evento de chuva de 14 de julho de 2016. A imagem no canto superior direito é uma imagem de 

satélite que mostra, com maior aproximação e riqueza de detalhes de superfície, a localização desses pontos 

(triângulos vermelhos com os respectivos nomes). As duas figuras à direita (em escala de cinza) mostram a situação 

geográfica da região de estudo. 

 

A coleta do granizo foi realizada em recipientes plásticos estéreis de Polietileno de Alta 

Densidade (PEAD) com tampa, e enxaguados com Tween 20 (surfactante) a 1% para evitar 

adesão microbiana. Os frascos foram distribuídos aos moradores das propriedades, instruídos 
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em coletar o granizo o mais brevemente possível após a queda, sem efetuar qualquer 

intervenção, e encaminhadas diretamente ao freezer. Também foi orientada a anotação de data 

e horário da chuva. Num período não superior a 24h os recipientes contendo granizo foram 

armazenados em caixas isotérmicas preenchidas com gelo e enviados ao laboratório de 

Microbiologia Básica e Aplicada da UTFPR – Campus Londrina. 

Para a realização das análises, físicas e microbiológicas, cada ponto de coleta de 

granizo foi considerado uma amostra individual. 

 

4.2 ANÁLISE DAS PROPRIEDADES FÍSICAS DAS AMOSTRAS DE GRANIZO 

 

A caracterização física das amostras de granizo consistiu na constatação das médias 

aritméticas (Equação 1) das grandezas massa, volume, diâmetro e densidade de amostras 

estatísticas pertencentes a cada ponto de coleta de granizo. Para tanto, utilizaram-se 10 pedras 

de granizo obtidas aleatoriamente dos frascos que continham as pedras proveniente dos 

diferentes pontos de coleta em campo. O critério para a utilização de 10 pedras como amostra 

representativa foi amostragem por conveniência, já que o número de pedras de granizo 

disponíveis provenientes de cada localidade foi limitado, sendo de interesse do grupo de 

pesquisas conservar indivíduos dessas amostras para análises futuras.  

:  

𝑋 𝑚é𝑑𝑖𝑜 =
 ∑ 𝑥𝑖𝑛

𝑖=1

𝑛
     (1) 

 

onde X é a propriedade mensurada (massa/volume/diâmetro); o numerador representa o 

somatório dos valores individuais (xi) obtidos a partir das pedras de granizo mensuradas e n 

indica o número total de pedras mensuradas. 

O procedimento ocorreu em ambiente refrigerado (-20°C) para evitar a perda de 

material por derretimento durante o manuseio das pedras.  

 

4.2.1 Mensuração de Massa 

 

A medição da massa foi realizada em balança analítica, com o auxílio de placas de 

Petri e os valores indicados foram registrados individualmente.  
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4.2.2 Mensuração de Volume 

 

Para a determinação do volume médio das pedras de granizo, as pedras provenientes 

de cada ponto amostral foram brevemente imersas em proveta preenchida com água destilada 

resfriada a aproximadamente 4°C, sendo registrada a alteração de volume na proveta. A água 

da proveta foi previamente resfriada a fim de prevenir a perda de volume por derretimento 

(ŠANTL-TEMKIV et al., 2012). O volume de cada pedra foi registrado em mililitro e calculado 

conforme a seguinte equação: 

𝑣 = 𝑣𝑓 − 𝑣𝑖     (2) 

 

onde 𝑣 é o volume da pedra de granizo, vi é o volume inicial de água na proveta e vf é o volume 

final marcado na proveta. 

 

4.2.3 Medição do Diâmetro 

 

Para calcular o diâmetro das pedras de granizo as suas dimensões foram mensuradas nos 

três eixos (altura, largura e comprimento) com o auxílio de um paquímetro (Dexter) e calculou-

se a média aritmética dessas medidas para cada pedra. 

 

 

Figura 02. Medição do diâmetro das pedras de granizo (seta). 

 

 

4.2.4 Densidade  

 

A densidade das pedras de granizo foi calculada de acordo com a seguinte equação:  

 

𝐷 =
 𝑚

𝑣
     (3) 

 



23 

onde 𝐷 é a densidade da pedra de granizo, m é a massa e 𝑣 é o volume.  

 

4.3 PROTOCOLOS PARA DESCONTAMINAÇÃO DO GRANIZO 

 

Considerando que as amostras de granizo chegariam ao laboratório contaminadas com 

solo e outras sujidades possivelmente adquiridas no solo e durante o processo de coleta e 

armazenamento, fez-se necessário definir um protocolo para a limpeza/descontaminação das 

amostras.  

Neste trabalho optou-se por avaliar quatro diferentes protocolos, tendo-se, por fim, 

adotado aquele que apresentou melhor desempenho. Os procedimentos que verificassem o 

menor número de colônias bacterianas formadas indicariam os melhores desempenhos. Os 

quatro protocolos de limpeza testados são descritos a seguir. 

 

a) Protocolo 1 - Limpeza com água deionizada estéril; 

b) Protocolo 2 - Limpeza com Etanol 60% 

c) Protocolo 3 - Limpeza com HCL 0,01N  

d) Protocolo 4 - Limpeza com Peróxido de Hidrogênio 3% 

 

Para os testes foram utilizados blocos de gelo confeccionados em laboratório (no lugar 

de pedras de granizo) e a sua queda foi simulada. Blocos de gelo com aproximadamente 15mL 

foram obtidos a partir de água destilada estéril dispensada em fôrmas de gelo de base retangular 

(4cm x 3cm), e armazenados em freezer por no mínimo 24h. Transcorrido esse período, os 

blocos de gelo foram impactados contra o solo contendo grama e terra, onde permaneceram por 

determinado intervalo de tempo, a fim de se reproduzir as condições reais da queda do granizo.  

Exclusivamente no Protocolo 1 os blocos de gelo permaneceram expostos sobre o solo 

por três diferentes intervalos de tempo: 5, 10 e 15 minutos, para verificação de possíveis 

interferências causadas pelos diferentes tempos de exposição às condições ambientes. Não 

tendo sido verificada influência significativa relacionada a esse fator, os demais protocolos 

utilizaram apenas blocos de gelo que permaneceram 10 minutos sobre o solo. 

Após a permanência no solo, os blocos foram coletados em recipientes de PEAD e 

levados ao freezer, onde permaneceram à temperatura de -20°C até a realização dos protocolos 

de descontaminação. Blocos de gelo sem simulação de queda e permanência sobre o solo foram 

utilizados como controles negativos, e todos os protocolos foram realizados em duplicata. 
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Em todos protocolos testados, a primeira etapa foi a remoção da sujidade visível dos 

blocos de gelo, por meio de enxágues sucessivos com água deionizada estéril. Nesta etapa o 

volume de água utilizado não foi mensurado, pois variou conforme o estado de sujidade de cada 

bloco de gelo.  

 

a) Protocolo 1 - Limpeza com água deionizada estéril; 

Os blocos de gelo foram submetidos a sucessivos enxágues com água deionizada 

estéril, para remoção da sujidade visível; verificada essa condição, mais um enxágue com água 

deionizada estéril reforçou a descontaminação. Para cada um dos intervalos de tempo testados 

(5, 10 e 15 minutos de permanência dos blocos de gelo sobre o solo) foram utilizados 4 blocos 

de gelo. 

 

b) Protocolo 2 - Limpeza com Etanol 60% 

Cinco blocos de gelo foram submetidos a sucessivos enxágues com água deionizada 

estéril, para remoção da sujidade visível; seguiu-se um enxágue com 40mL de solução estéril 

de etanol 60%, e finalizou-se o processo com um último enxágue com 100mL de água 

deionizada estéril, para retirada do etanol.  

 

c) Protocolo 3 - Limpeza com HCL 0,01N  

Cinco blocos de gelo foram submetidos à limpeza com sucessivos enxágues com água 

deionizada estéril para remoção da sujidade visível; na sequência, procedeu-se um enxágue com 

40mL de HCl 0,01N; finalizou-se o processo com um último enxágue com 100mL de água 

deionizada estéril, para retirada do ácido. 

 

d) Protocolo 4 - Limpeza com Peróxido de Hidrogênio 3% 

Cinco blocos de gelo foram submetidos à limpeza com sucessivos enxágues de água 

deionizada estéril para remoção da sujidade visível, seguidos de um enxágue com 

aproximadamente 15 mL de solução comercial de H2O2 a 3%; finalizou-se o processo com um 

último enxágue com 50mL de água deionizada estéril para retirada da solução de H2O2.  

Observou-se que no Protocolo 4 o mesmo volume de sanitizante utilizado nos outros 

protocolos (40mL) provocou visível derretimento do primeiro bloco de gelo processado; por 

esta razão optou-se por adotar volumes próximos de 15mL (ao invés dos 40mL) para a 

descontaminação dos blocos, procurando-se evitar a perda de material da amostra. 
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Após cada procedimento de descontaminação, os blocos de gelo foram depositados em 

placas de Petri estéreis, permanecendo à temperatura ambiente, em condições assépticas, para 

o descongelamento. Para avaliar a ação descontaminante de cada protocolo, uma alíquota de 

50µL dos blocos de gelo derretido foi inoculada por espalhamento na superfície dos meios de 

cultura solidificados Müeller-Hinton (MHA - KASVI) (Protocolo 1), e Brain-Heart-Infusion 

(BHI - Acumedia) (Protocolos 2,3 e 4). As placas de todos os protocolos foram incubadas a 

28°C por 144 horas. Após 24h e após 144h de cultivo as colônias cultivadas foram 

quantificadas.  

A eficácia de cada protocolo de descontaminação foi avaliada com base no número de 

colônias formadas após aplicação de cada procedimento proposto. Nesse sentido, foram 

quantificadas as unidades formadoras de colônias (UFC) bacterianas nas placas de cultivo, e 

identificou-se o procedimento que apresentou menor número de UFC. 

 

4.4 ANÁLISE BIOLÓGICA 

 

Nesta etapa foram realizados procedimentos de análises microbiológica e molecular a 

fim de recuperar e analisar as bactérias cultiváveis presentes nas amostras de granizo.  

Vale ressaltar aqui um dos aspectos primordiais considerado neste trabalho. Para tanto, 

é necessário observar que diferentes são as técnicas disponíveis para verificação da presença e 

identificação de microrganismos em materiais e superfícies. Alguns métodos são capazes de 

contar e identificar microrganismos com base nas estruturas celulares e no material genético 

presentes na amostra, independentemente das células estarem vivas ou não. Outros métodos, 

mais comumente utilizados, são aqueles dependentes do cultivo biológico das células, com a 

possibilidade de apreensão de dados e informações somente após a reprodução dos organismos.  

Uma observação importante a ser feita é o fato de que cada técnica apresenta suas limitações. 

Neste trabalho utilizou-se a técnica de cultivo da amostra, o que obviamente implica na 

apreensão de informações provenientes apenas dos microrganismos que sobreviveram até a fase 

final do cultivo bacteriano. Dessa forma, vale ressaltar que nas amostras de granizo analisadas 

é provável que outros organismos estivessem presentes, no entanto não foram recuperados. A 

viabilidade de cultivo dos microrganismos depende das particularidades de cada espécie ou 

indivíduo, de modo que apenas os microrganismos viáveis para cultivo foram objeto do presente 

estudo.  
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4.4.1 Análise Microbiológica 

 

4.4.1.1 Isolamento de Microrganismos Presentes nas Pedras de Granizo 

 

Cinco pedras provenientes de cada ponto de coleta foram descontaminadas seguindo 

o Protocolo 3 de limpeza e depositadas (as cinco juntas) em placas de Petri estéreis, à 

temperatura ambiente e em condições assépticas, para o descongelamento. Uma alíquota de 

100µL foi inoculada por espalhamento em placas com o meio Mueller-Hinton ágar (MHA) para 

o cultivo e isolamento de bactérias. Esse cultivo foi feito em triplicata e as placas foram 

incubadas a 37±2°C em condições aeróbicas, por 5 dias.  

Após a incubação as colônias formadas foram contadas e caracterizadas de acordo com 

a cor, forma, relevo, tamanho, e tipo de borda. Alíquotas de colônias representativas foram 

armazenadas em estoque de glicerol 10% e mantidas a -20°C.     

 

4.4.1.2 Identificação Morfotintorial dos Grupos Microbianos 

 

As bactérias isoladas foram submetidas à técnica de coloração de Gram (BISEN P. S., 

2014). A reação morfotintorial e a presença de esporos celular foi observada em microscópio 

óptico comum (Coleman). Para confirmar a presença de esporos visualizados nas lâminas 

utilizadas na coloração de Gram, foi implementada a técnica de coloração com verde malaquita 

(HUSSEY E ZAYAITZ, 2007). 

 

4.4.1.3 Seleção de isolados para realização de sequenciamento genético 

 

Tendo em vista a grande quantidade de isolados identificados a partir do cultivo de 

amostras das pedras de granizo, e levando-se em consideração que muitos foram classificados 

a partir apenas de análises visuais, podendo, portanto, convergir em espécies geneticamente 

idênticas, procedeu-se à aplicação de um algoritmo para redução do número de isolados. Este 

algoritmo utiliza um método de agrupamentos hierárquicos baseados em média aritmética. A 

partir de uma matriz de distâncias, gerada com base nas informações das características dos 

diversos isolados, o programa gera um dendrograma.  

Para isso, construiu-se uma tabela de dados binários a partir das características de cor, 

forma, relevo, tamanho, tipo de borda, das colônias observadas, bem como das características 

de morfologia, Gram e presença de esporos de todos os isolados (Apêndice 1). Essa tabela 
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binária foi então inserida no algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with 

Arithmetic Mean, disponível em http://genomes.urv.es/UPGMA/), utilizando-se o coeficiente 

de Jaccard. Com base no dendrograma resultante, considerou-se os diferentes agrupamentos e 

as distâncias entre os isolados para se selecionar isolados representantes dos diversos grupos, 

que seguiriam para a etapa do sequenciamento genético.  

 

4.4.2 Análise Molecular 

 

4.4.2.1 Extração de DNA Total 

 

Após a identificação morfotintorial, a extração de DNA total dos isolados microbianos 

selecionados foi realizada utilizando-se o Kit Wizard® SV Genomic DNA Purification System 

– Promega, conforme manual de instruções do fabricante. Para tanto, cada isolado foi cultivado 

em 3mL de Mueller-Hinton caldo (MHB) e incubado a ±37°C. As células foram concentradas 

por centrifugação a 10.000 rpm por 10 minutos. Em seguida, foram lavadas 2 vezes, por 

centrifugação, com tampão TE (Tris-HCl 1M, pH8; EDTA 0,5M, pH8), a 10.000 rpm por 5 e 

10 minutos nas mesmas condições citadas, e submetidas à extração de DNA. Alíquotas dos 

DNA obtidos foram estocadas a -20°C. 

 

4.4.2.2 Amplificação da Região 16S – RNAr   

 

Os isolados microbianos foram identificados a partir da análise da região intergênica 

do RNA ribossomal denominada 16S. A amplificação dessa região do RNA foi realizada por 

PCR (Polymerase Chain Reaction) ou reação em cadeia da polimerase, em termociclador 

(SimpliAmp™ - Life Technologies) num volume de 20µl, contendo 10ng de DNA 

complementar, 0,2 mM de cada oligonucleotídeo iniciador (27f - 5’-AGAGTTTGATCC- 

TGGCTCAG-3’; 1492r - 5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) (AMATO et al., 2005 e 

ŠANTL-TEMKIV et al., 2012), 0,2mM de dinucleotídeo trifosfato, 2,5mM de MgCl2, 2,5U da 

enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen), e 1x de tampão de amplificação. As amplificações 

foram realizadas com desnaturação inicial a 95ºC durante 2 minutos, seguida por 30 ciclos de 

30 segundos a 95ºC para desnaturação, com anelamento a 55°C por 1 minuto, tempo de 

extensão de 1 minuto a 72°C, e extensão final de 7 minutos a 72ºC.    

Os produtos da reação de amplificação foram detectados utilizando eletroforese em 

gel de agarose a 1% em tampão TBE 1X (Tris- Borato EDTA) (SAMBROOK; FRITSCH; 
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MANIATIS, 1989), e a corrida eletroforética foi realizada a 36V durante duas horas, utilizando 

o marcador de tamanho molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). O gel foi corado com 

solução de brometo de etídio 0,5μg/ml durante 15 minutos, visualizado em transiluminador de 

luz ultravioleta (L-PIX - Loccus Biotecnologia) e fotografado em fotodocumentador 

(UVTrans). 

 

4.4.2.3Sequenciamento e Análise Comparativa de Sequências (BLAST) 

 

Os produtos de amplificação foram enviados ao serviço de sequenciamento da 

ACTGene (Ludwig Biotec) de Alvorada-RS, para a realização do sequenciamento, em que foi 

utilizado o oligonucleotídeo f27. O DNA para envio foi preparado segundo instruções da 

ACTGene.  

As sequências obtidas foram comparadas com sequências depositadas no banco de 

dados (GenBank) do Centro Nacional de Informação em Biotecnologia dos Estados Unidos 

(NCBI) através do algoritmo Basic Local Aligment Search Tool (BLAST), buscando 

similaridades com as depositadas no GenBank. Foram utilizadas as versões MegaBlast e Blastn 

para a busca de similaridades entre organismos.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.1 COLETA DE AMOSTRAS 

 

A coleta das amostras ocorreu imediatamente após a queda das pedras de granizo, que 

foram recolhidas diretamente do solo, procedimento similar ao dos trabalhos de Šantl-Temkiv 

et al. (2012), Šantl-Temkiv et al. (2013) e Michaud et al. (2014). A amostra de granizo do ponto 

BA-Est foi coletada pela própria equipe de pesquisa da UTPFR, que estava presente no 

município de Barracão no dia da ocorrência da tempestade (Figura 3). As outras amostras 

foram coletadas pelos moradores da região.  

 

     

Figura 03. Granizo da tempestade de 14/julho/16 coletado no ponto BA-Est, na beira da Rodovia BR-163 Km 

06, onde as pedras encontravam-se acumuladas - detalhe para o frasco de acondicionamento das pedras (seta).   

 

5.2 ANÁLISE DAS PROPRIEDADES FÍSICAS DAS AMOSTRAS DE GRANIZO 

 

Os valores médios de massa, volume, diâmetro e densidade das pedras de granizo são 

apresentadas na Tabela 01, de acordo com os pontos de coleta. Para o ponto BJ-12 essas 

mensurações não foram realizadas, uma vez que a amostra deste ponto consistiu em apenas 6 

pedras que apresentaram perda parcial por derretimento, tendo sido suficientes somente para 

utilização nas análises biológicas. 

 

 

 

 

 

(b) 
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Tabela 01 – Valores médios das propriedades físicas das pedras de granizo, obtidos a partir de mensurações. 

Ponto  
Diâmetro méd. 

(cm) 

Massa méd.  

(g) 

Volume méd. 

(mL) 

Densidade 

méd. (g/mL) 

BJ.Ki 1,15 0,93 1,2 0,9 

BA.Est 1,75 2,84 3,1 1,0 

BJ.06 1,59 2,20 2,6 0,9 

BJ.11 1,36 1,32 1,6 0,8 

BJ.58 1,53 1,83 2,0 1,0 

Média 1,48 1,82 2,1 0,92 

 

As amostras apresentaram massa média de 1,82g/pedra e volume médio de 

2,1mL/pedra. No estudo de Šantl-Temkiv et al. (2012) as 24 pedras analisadas química e 

microbiologicamente foram maiores e apresentaram massa média de 17,6g/pedra e volume 

médio de 20,71mL/pedra.  

As pedras de granizo não apresentaram grande variação de tamanho em relação aos 

diferentes pontos de coleta, e os diâmetros médios variaram de 1,15 a 1,75cm.  

De acordo com AMS (2012) considera-se granizo partículas de gelo com diâmetro de 

igual e ou maior que 5mm, enquanto partículas menores que 5mm são consideradas graupel 

(pellets de neve) e pellets de gelo.  

Por não configurarem esferas perfeitas, as pedras de granizo tiveram suas mensurações 

feitas em três eixos (altura, largura e comprimento) para o cálculo da média aritmética do 

diâmetro. Assim como neste trabalho, Rosinski et al. (1979) também mensuraram o tamanho 

das pedras como forma adicional de caracterização das amostras, quando investigavam a 

presença de partículas insolúveis em embriões de 167 amostras de granizo provenientes de 

tempestades de diferentes localidades. Em seu estudo, entretanto, as dimensões foram 

apresentadas a partir de duas medidas em cm, e seus valores denotaram pedras maiores (1,2cm-

6,6cm por 1,7cm-6,5cm) que as deste trabalho. As pedras de granizo podem assumir formas 

circulares e elípticas e estão relacionadas à microfísica de sua formação e crescimento (WANG, 

2013). Para o autor citado mesmo que as pedras sejam pequenas, a média aritmética do diâmetro 

ainda pode ser aplicada para a determinação de seu formato.  

A densidade média das pedras de granizos variou entre 0,8 e 1,0g/cm³, corroborando 

com os intervalos de medidas de densidade relatados em literatura, que apresenta variação de 
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0,04 (presença de ar e interferentes) até densidades próximas daquela do gelo puro (0,917 g.cm-

3) (NAKAYA e TERADA, 1935; LUDLAM, 1952; VITTORI e DI CAPORIACCO, 1959; 

MACKLIN, STRAUCH e LUDLAM, 1960, apud BROWNING, LUDLAM e MACKLIN 

1962). Para Wang (2013) a densidade do granizo pode variar de 0,7 a 0,9 g.cm-3; Braham 

(1963), citado por Knight e Heymsfield (1983), por sua vez, relatou faixa de densidade com 

picos em 0,87 – 0,89g/cm-3.  

A divergência de densidade deve-se à presença de ar aprisionado por gotículas de água 

que congelam em seu interior, fazendo com que as pedras com mais bolhas de ar sejam menos 

densas. Estas, devido à presença das bolhas de ar também apresentam aparência mais opaca, 

enquanto as pedras mais densas apresentam-se transparentes e límpidas (BROWNING, 1963). 

Segundo AMS (2012) essas camadas de gelo contendo muitas bolhas de ar alternando com 

camadas de gelo relativamente claro provavelmente correspondem aos chamados crescimento 

seco e crescimento úmido. 

 

 

5.3 PROTOCOLO PARA DESCONTAMINAÇÃO DO GRANIZO 

 

Nesta seção serão apresentados e discutidos os resultados dos Protocolos de 

descontaminação testados neste trabalho, com a identificação do Protocolo que apresentou a 

melhor eficácia. Essa eficácia foi avaliada com base no número de colônias bacterianas 

formadas após a aplicação dos procedimentos de descontaminação. Dessa forma, as médias 

aritméticas de UFC, contabilizadas após 24h e 144h de cultivo, estão apresentadas na Tabela 

02 (Protocolo 1) e na Tabela 03 (Protocolos 2, 3 e 4).  
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Tabela 02 – Valor médio de UFC mL-1 após realização do Protocolo de descontaminação 1*, em meio de cultivo 

MHA, verificadas após 24h e 144h de cultivo. 
 

Blocos (15mL) 24h 144h 

B-cont (3banhos) P.C. P.C. 

B-5 (3 banhos) 0 10 

B-10 (3 banhos) 0 100 

B-15 (3 banhos) 0 20 

Notas:  P.C. - presença de colônias (não contabilizadas); B-cont - amostra controle (não foi simulada a queda destes blocos de 

gelo); B-5/B-10/B-15 - blocos de gelo que permaneceram 5/10/15 min, respectivamente, sobre o solo na simulação da queda. 

* Os testes de cultivo para cada tempo de exposição foram realizados em duplicata (n=2). 

 

 

Os resultados apresentados na Tabela 02 sugerem que, em relação à eficiência do 

processo de limpeza, não há diferença entre os três distintos intervalos de tempo em que os 

blocos permaneceram sobre o solo no Protocolo 1. Por exemplo, observa-se que cresceram 

cinco vezes mais colônias nas amostras dos blocos de gelo que permaneceram 10 minutos sobre 

o solo, do que nas amostras dos blocos que permaneceram 15 minutos no mesmo local. Em 

tese, por permanecer um maior tempo de exposição em contato com o solo, em relação aos 

demais, os blocos BP-15 poderiam apresentar maior contaminação que os outros. Todavia, 

outros processos físico-químicos inerentes à camada superficial do gelo, por exemplo as 

mudanças de fase, também poderiam estar ocorrendo simultaneamente e criando condições para 

contrabalancear o potencial fluxo de microrganismos na direção dos blocos de gelo. Dessa 

forma, entendeu-se que o tempo de permanência sobre o solo não seria uma variável a ser 

considerada no restante dos protocolos de descontaminação a serem testados, de modo que neles 

utilizou-se apenas o tempo de 10 minutos para permanência dos blocos de gelo sobre o solo. 

Os resultados dos procedimentos de descontaminação dos blocos de gelo realizados 

pelos protocolos 2, 3 e 4 são apresentados na Tabela 03.  
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Tabela 03 - Valor médio de UFC mL-1 após realização dos Protocolos de descontaminação 2* (Etanol 60%), 3* 

(HCl 0,01N) e 4* (H2O2), em meio BHI, verificadas após 24h e 144h de cultivo. 
 

Blocos de 

gelo (B) 

(15mL) 

Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 

24h 144h 24h 144h 24h 144h 

B-Cont 0 0 0 0 6 94 

B1 10 10 0 10 0 0 

B2 70 160 0 0 10 10 

B3 20 40 0 0 0 10 

B4 20 20 0 0 0 0 

Notas: B-Cont - Amostra controle (não foi simulada a queda deste bloco de gelo); B1 a B4 - Quatro blocos de gelo individuais 

- Repetição dos testes com indivíduos diferentes. * Os testes foram realizados em duplicata. 

 

Existem poucos estudos envolvendo análise de gelo e que, portanto, ofereçam 

descrição sobre os procedimentos de descontaminação. O protocolo de descontaminação 

seguido por Šantl-Temkiv et al. (2012), por exemplo, consistiu em enxaguar as pedras de 

granizo por três vezes com uma solução com 1% de cloreto de benzalcônio (cloreto de alquil 

dimetil benzil amônio) e 62% de etanol em água deionizada, seguido por um enxágue final com 

água deionizada estéril. No caso de Michaud et al. (2014), para uma das amostras o 

procedimento consistiu em raspar inicialmente a camada externa das pedras de granizo com 

uma lâmina de barbear estéril, enxaguar as mesmas com etanol a 95%, seguido de um enxágue 

final com água deionizada estéril (MilliQ, resistividade de 18,2 MΩ.cm). Este processo 

removeu cerca de 13% da massa total do granizo, e foi o mesmo protocolo recomendado por 

Christner et al. (2005). Em uma segunda amostra, devido ao pequeno tamanho das pedras de 

gelo, os autores consideraram apenas a raspagem, visto que os sucessivos enxágues consumiam 

parte significativa dos granizos. 

O Protocolo 2 é semelhante ao adotado por Šantl-Temkiv et al. (2013), exceto pelo 

fato de não envolver a mistura de 1% de cloreto de benzalcônio na solução de etanol em água 

deionizada. Apesar de utilizado o método de enxágue, vale notar que Christner et al. (2005) 

recomendam que as amostras sejam raspadas e completamente lavadas com 95% de etanol e 

apenas o enxágue final seja feito com água deionizada estéril.  Para esses autores o uso de água 

deionizada estéril (4 C) nos enxágues iniciais pode resultar em fraturas devido à diferença de 

temperatura que facilita a entrada de contaminantes a partir da superfície. 

Ao analisar, portanto, os quatro protocolos de descontaminação testados verificou-se 

que o Protocolo 3 apresentou as menores quantidades de colônias bacterianas cultivadas, 
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revelando-se portanto, o melhor procedimento para a descontaminação dos blocos de gelo. 

Dessa forma, este foi o método adotado para a realização da descontaminação das amostras de 

granizo deste trabalho.  

 

5.4 ANÁLISE MICROBIOLÓGICA – CARACTERIZAÇÃO DAS COLÔNIAS 

ENCONTRADAS NO GRANIZO 

 

Após o plaqueamento em meio MHA e incubação das amostras de granizo, as colônias 

formadas foram contadas e caracterizadas de acordo com o tamanho, cor, forma e tipo de borda. 

As características das colônias representativas observadas em cada amostra, bem como a 

identificação morfotintorial dos grupos microbianos e a formação de esporos são apresentadas 

na sequência e complementadas pelo Apêndice 2. 

Os isolados representativos obtidos a partir do cultivo das amostras de granizo de cada 

ponto de coleta foram nomeados de acordo com o ponto de coleta. Os isolados dos pontos BJ-

Ki, BJ-06, BJ-11, e BA-Est foram denominados BJ.Ki-Axx, BJ.06-Axx, BJ.11-Axx e 

BA.Est-Axx, respectivamente, onde xx é uma numeração atribuída (Figura 04). Nas amostras 

de granizo dos pontos BJ-12 e BJ-58 não foi observada a formação de colônias bacterianas. 

 

Figura 04. Nomenclatura dos isolados representativos identificados no cultivo bacteriano das amostras de granizo.  

 

Com base em análises visuais foram identificados no total 76 isolados representativos 

das colônias cultivadas das amostras de todos os pontos de coleta, sendo díspar a proporção 

associada a cada ponto de coleta. Desse total, 70% pertenceram ao ponto BJ-Ki, 17%, ao ponto 

BA-Est, 8% pertenceram ao ponto BJ-11 e 5%, ao ponto BJ-06. As quantidades totais de UFC 

observadas nas amostras de granizo cultivadas constam no Apêndice 2. 

Com relação ao número de UFC, para cada ponto de coleta foi possível observar que 

determinados isolados se destacaram por ocorrerem em maior frequência. No ponto BJ-Ki, os 

Ponto BJ-06 Ponto BJ-11

BJ.Ki-A01 BJ.Ki-A10 BJ.Ki-A19 BJ.Ki-A28 BJ.Ki-A37 BJ.Ki-A46 BJ.06-A01 BJ.11-A01 BA.EST-A01 BA.EST-A10

BJ.Ki-A02 BJ.Ki-A11 BJ.Ki-A20 BJ.Ki-A29 BJ.Ki-A38 BJ.Ki-A47 BJ.06-A02 BJ.11-A02 BA.EST-A02 BA.EST-A11

BJ.Ki-A03 BJ.Ki-A12 BJ.Ki-A21 BJ.Ki-A30 BJ.Ki-A39 BJ.Ki-A48 BJ.06-A03 BJ.11-A03 BA.EST-A03 BA.EST-A12

BJ.Ki-A04 BJ.Ki-A13 BJ.Ki-A22 BJ.Ki-A31 BJ.Ki-A40 BJ.Ki-A49 BJ.06-A04 BJ.11-A04 BA.EST-A04 BA.EST-A13

BJ.Ki-A05 BJ.Ki-A14 BJ.Ki-A23 BJ.Ki-A32 BJ.Ki-A41 BJ.Ki-A50 BJ.11-A05 BA.EST-A05

BJ.Ki-A06 BJ.Ki-A15 BJ.Ki-A24 BJ.Ki-A33 BJ.Ki-A42 BJ.Ki-A51 BJ.11-A06 BA.EST-A06

BJ.Ki-A07 BJ.Ki-A16 BJ.Ki-A25 BJ.Ki-A34 BJ.Ki-A43 BJ.Ki-A52 BA.EST-A07

BJ.Ki-A08 BJ.Ki-A17 BJ.Ki-A26 BJ.Ki-A35 BJ.Ki-A44 BJ.Ki-A53 BA.EST-A08

BJ.Ki-A09 BJ.Ki-A18 BJ.Ki-A27 BJ.Ki-A36 BJ.Ki-A45 BA.EST-A09

Isolados

Ponto BJ-KI Ponto BA-EST
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isolados A36 e A04 apresentaram 110 e 90 UFC.mL-1, respectivamente, enquanto os demais 

apresentaram, em média, 16 UFC.mL-1. No ponto BJ-11 o isolado A06 apresentou 320 

UFC.mL-1, enquanto o isolado BJ.11-A01 apresentou 20 UFC.mL-1, e os demais isolados 

apresentaram 10 UFC.mL-1. Em relação ao ponto BA-Est, o isolado A01 apresentou 150 

UFC.mL-1, o isolado A2, 50 UFC.mL-1, e o isolado A3, 20 UFC.mL-1, enquanto os demais 

apresentaram 10 UFC.mL-1 cada. Alguns exemplos das colônias visualizadas e as descrições 

atribuídas a elas são mostrados na Figura 05. 
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Figura 05. Exemplos de colônias cultivadas a partir das amostras de granizo, observadas a olho nu, com suas 

respectivas caracterizações, de acordo com forma, borda, elevação, cor, brilho, opacidade e tamanho. O nome de 

cada isolado encontra-se abaixo da respectiva foto; nas imagens onde aparecem mais de um tipo de colônia, aquela 

referente ao isolado em questão encontra-se indicada (flecha). Fonte: a autora. 

 

  

A partir das características coloniais e morfotintoriais elaborou-se um dendrograma 

fenotípico a fim de verificar proximidades entre os isolados. 
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5.5 SELEÇÃO DE ISOLADOS PARA SEQUENCIAMENTO GENÉTICO 

 

O dendrograma fenotípico gerado pelo programa UPGMA (Figura 06), mostra os 

agrupamentos dos isolados, indicando relações de proximidade de características entre eles. 

Com base na estrutura do dendrograma foram selecionados 22 isolados, contemplando os 

grandes agrupamentos identificados, para envio ao sequenciamento genético (Figura 07).  

 
 

Figura 06 - Dendrograma gerado a partir do algoritmo UPGMA para verificação de proximidades entre os 

isolados cultiváveis encontrados.  Fonte: UPGMA - http://genomes.urv.cat/UPGMA/ com modificações. 
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Figura 07. Isolados selecionados a partir do dendrograma para a etapa de sequenciamento genético. 

 

5.6 AMPLIFICAÇÃO DA REGIÃO 16S – RNAr   

 

Os isolados selecionados foram submetidos a PCR para amplificação da quantidade 

de genes a seguirem para sequenciamento. A reação apresentou resultados com bandas bem 

visíveis para a maioria das amostras, sendo que grande parte delas indicou a presença de 1500 

pares de bases, de acordo com o esperado (Figura 08). 

 

 
 

Figura 08. Gel representativo do amplicon da região 16S resultante da PCR; Canaleta M = marcador de peso 

molecular - Ladder DNA 1Kb Plus (pb); Canaleta 1 – BJ.11-A2; Canaleta 2 – BJ.11-A5; Canaleta 3 – BJ.11-A6; 

Canaleta 4 – BA.EST-A3; Canaleta 5 – BA.EST-A6; Canaleta 6 – BA.EST-A8; Canaleta 7 – BA.EST-A10. 

 

 

 

 

Ponto BJ-06 Ponto BJ-11 Ponto BA-EST

1 - KI-A04   8 - KI-A21

2 - KI-A06   9 - KI-A30B 19 - BA-EST-A03

3 - KI-A09 10 - KI-A34 16 - BJ-11-A02 20 - BA-EST-A06

4 - KI-A10 11 - KI-A40 15 - BJ-06-A01 17 - BJ-11-A05 21 - BA-EST-A08

5 - KI-A11 12 - KI-A44 18 - BJ-11-A06 22 - BA-EST-A10

6 - KI-A15 13 - KI-A47

7 - KI-A17 14 - KI-A51
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5.7 SEQUENCIAMENTO E ANÁLISE COMPARATIVA DE SEQUÊNCIAS (BLAST)  

 

Dos 22 isolados enviados para sequenciamento, 12 foram identificados (Figura 09). 

Os demais isolados apresentaram limitações no processo de identificação, decorrentes da 

qualidade do resultado do sequenciamento.  
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Isolado  Filo Classe Ordem Família Gênero Espécie 
N° Ref. 

GenBank 
Gram 

Esporu-

lação 
Forma 

BJ.KI-A11 
Actinobac 

teria 
Actinobacteria 

Micro-

coccales 

Micro-    

bacteriaceae 

Microbac-

terium 

Microbacterium oleivorans strain 

BAS69  
NR_042262.1 

G-

positivo 
Não 

Bacilo 

irreg. 

BJ.KI-A15 
Curtobac-

terium 

Curtobacterium citreum strain 

DSM 20528 
NR_026156.1 

G-

positivo 
Não 

Bacilo 

irreg. 

BJ.KI-A34 
Proteobac- 

teria 

Gamma-

proteobacteria 
Legionellales 

Legionella-

ceae 
Legionella 

Legionella oakridgensis strain 

OR-10  
NR_121730.1 

G-

negativo 
Não Bacilo 

BJ.KI-A21 

Firmicutes Bacilli Bacillales 

Bacillaceae 

Oceanoba-

cillus 

Oceanobacillus oncorhynchi 

subsp. incaldanensis strain 20AG  
NR_042257.1 

G-

positivo 
Não Bacilo 

BJ.KI-A44 

 Bacillus 

Bacillus marisflavi strain TF-11 NR_118437.1 

G-

positivo/ 

variável 

Sim Bacilo 

BJ.11-A02 Bacillus humi strain LMG 22167 NR_025626.1 
G-

positivo 
Sim Bacilo 

BA.EST-

A10 

[Brevibacterium] frigoritolerans 

strain DSM 8801  
NR_117474.1 

G-

positivo 
Sim Bacilo 

BJ.KI-A04 

Paeniba-

cillaceae 
Paenibacillus 

Paenibacillus camelliae strain 

b11s-2 
NR_116303.1 

G-

positivo 
Sim Bacilo 

BJ.KI-A10 
Paenibacillus camelliae strain 

b11s-2 
NR_116303.1 

G-

positivo 
Sim Bacilo 

BJ.11-A05 
Paenibacillus oceanisediminis 

strain L10 
NR_118217.1 

G-

negativo 
Sim Bacilo 

BJ.KI-A06 
Planoco-

ccaceae 
Sporosarcina 

Sporosarcina luteola strain 

NBRC 105378 
NR_114283.1 Variável Sim Bacilo 

BJ.11-A06 
Staphylo-

coccaceae 

Staphylo-

coccus 

Staphylococcus xylosus strain 

JCM 2418 
NR_113350.1 

G-

positivo 
Não Coco 

Figura 09. Identificação das espécies bacterianas cultiváveis obtidas a partir das amostras de granizos, com a utilização da ferramenta BLAST, e caracterização morfotintorial e 

de formação de esporos.   
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As bactérias, identificadas com base na sua sequência do gene 16S RNAr, pertenceram 

aos filos Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria e aos gêneros Microbacterium, 

Curtobacterium, Legionella, Oceanobacillus, Bacillus, Paenibacillus, Sporosarcina, 

Staphylococcus. Os 12 isolados identificados revelaram 11 espécies não repetidas, já que 

Paenibacillus camelliae foi identificada tanto para o isolado BJ.KI-A04 quanto para o BJ.KI-

A10.  

A não identificação dos isolados está relacionada à qualidade da sequência gênica ou 

à inconclusão no processo de busca de similaridades no BLAST. Neste sentido, relatam-se três 

situações diferentes: i) os isolados BJ.KI-A51 e BJ.06-A01 não apresentaram resultados válidos 

provenientes do sequenciamento; ii) os isolados BJ.KI-A09, BJ.KI-A17, BJ.KI-A40, BJ.KI-

A47, BA.EST-A06 e BA.EST-A08 não apresentaram similaridades significativas com 

nenhuma sequência no GenBank; iii) os isolados BJ.KI-A30B e BA.EST-A03 não 

apresentaram resultados no BLAST.  

Sabe-se que sequências muito curtas ou com grande número de incertezas prejudicam 

a identificação dos organismos no BLAST. A qualidade do resultado do sequenciamento pode 

estar relacionada à quantidade e à qualidade de DNA disponível para o procedimento do 

sequenciamento, de modo que os resultados das amplificações realizadas por PCR, bem como 

as condições de transporte das amostras podem ter configurado fatores intervenientes nesse 

processo.  

Em relação à análise dos resultados foram avaliadas as características de Gram, 

presença de esporos, morfologia e Taxa, que serão apresentadas a seguir. 

 

Gram 

Das 11 espécies identificadas, uma, Sporosarcina luteola - strain NBRC 105378, é 

considerada como Gram-variável (TOMINAGA, et al., 2009); oito são Gram-positivas (2 

Actinobacteria, 6 Firmicutes) e duas são Gram-negativas (1 Proteobacteria e 1 Firmicutes). A 

Figura 10 apresenta oito dos isolados identificados. 
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Figura 10 - Células dos isolados sequenciados observadas em microscópio e as respectivas classificações 

atribuídas.  A – Legionella oakridgensis strain OR-10 – Bacilo, Gram-negativo; B - Paenibacillus oceanisediminis 

strain L10 - Bacilo, Gram-negativo; C - Staphylococcus xylosus strain JCM 2418 – Coco, Gram-positivo; D - 

Bacillus marisflavi strain TF-11- Bacilo, Gram-positivo/variável; E – [Brevibacterium] frigoritolerans strain DSM 

8801 – Bacilo, Gram-positivo; F – Bacillus humi strain LMG 22167 – Bacilo, Gram-positivo; G – Sporosarcina 

luteola strain NBRC 105378 – Bacilo, Gram-variável, (detalhe para esporo); H – Oceanobacillus oncorhynchi 

subsp. incaldanensis strain 20AG – Bacilo, Gram-positivo. Fonte: a autora. 
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A predominância de cepas Gram-positivas também foi observada em estudos sobre  

água da nuvem, mostrando que a dentro da fração cultivável de bactérias, as Gram-positivas 

são geralmente mais abundantes no ar do que as Gram-negativas (SHAFFER e LIGHTHART, 

1997; AMATO et al., 2007; FANG et al., 2016). Esta observação é sustentada por experiências 

de laboratório que mostram que as bactérias Gram-negativas perdem cultivabilidade após serem 

aerossolizadas (HEIDELBERG et al., 1997; DESPRÉS et al., 2012). Outros autores 

encontraram predominantemente bactérias Gram-positivas em amostras de aerossóis naturais 

(LIGHTHART, 1997; BELAN et al., 1999).  

Em estudo sobre microrganismos aeróbicos cultiváveis presentes em água de nuvem, 

Amato et al. (2007) obtiveram 61 isolados identificados, sendo 61% Gram-positivas e 39% 

Gram-negativas. Além disso, a comparação da distribuição temporal das bactérias no referido 

estudo levou à conclusão de que o número de bactérias Gram-negativas foi maior no verão do 

que no inverno. 

No estudo de Fang et al. (2016) a porcentagem de bactérias Gram-positivas 

encontradas no ar de vários tipos de ambientes urbanos de Hangzhou (China) foi 

significativamente maior que a das bactérias Gram-negativas, representando 88,2% do total. 

Do mesmo modo que os últimos autores, Lou, Fang e Si (2012) encontraram porcentagens 

muito semelhantes (84 a 90% do número total) de bactérias Gram-positivas superando o de 

bactérias Gram-negativas em amostras de ar em uma faculdade da mesma cidade. 

Os valores encontrados neste trabalho, com as Gram-positivas sendo majoritárias 

(representando cerca de 73% do total), são coerentes com os resultados observados em amostras 

de água de nuvem, e amostras de ar em outras partes do mundo. No estudo de revisão de 

GANDOLFI et al. (2013) sobre a diversidade bacteriana na atmosfera afirma-se que, embora 

os estudos sobre microrganismos no ar tenham sido conduzidos em locais de variadas condições 

ambientais (urbano, rural, florestais, camada atmosférica e alta troposfera), 70-90% dos 

isolados eram geralmente bactérias Gram-positivas. Deve ser observado ainda que, de acordo 

com Fang et al. (2016) e Nicholson et al. (2000), em condições ambientais externas adversas, 

como a baixa disponibilidade de nutrientes, dessecação e intensa radiação solar, as bactérias 

Gram-positivas são muito mais resistentes do que as Gram-negativas. 

É importante ressaltar que a predominância de bactérias Gram-positivas nada tem a 

ver com o fato de que bactérias Gram-negativas, segundo alguns autores (como já citado 

anteriormente neste trabalho) mostram ter melhores desempenhos na atividade de nucleação de 

gelo. 
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A única espécie Gram-variável identificada foi Sporosarcina luteola, uma bactéria 

formadora de esporos, oriunda do ambiente, registrada pela primeira vez, por Tominaga et al. 

(2009) a partir de equipamento (hopper) utilizado no processo de produção de molho de soja, 

no Japão. Portanto, a presença majoritária das bactérias Gram-positivas em amostras de água 

de nuvem e granizo (no caso deste trabalho) parece coerente com o fato de que, nessas 

condições (em suspensão na atmosfera), as bactérias podem estar mais propensas a 

experimentar condições ambientais extremas ou adversas, como dessecação, intensa radiação 

solar, limitação de nutrientes, entre outras. 

 

Esporos 

Com relação à produção de esporos, as espécies capazes de gerar esporos (54%) 

superaram as não produtoras (45%). Dentre as espécies conhecidas, os endósporos de bactérias 

Gram-positivas com baixo valor de G+C são os mais resistentes a condições mais adversas 

(UNIVERSIDADE DE CORNELL, 2017). De acordo com KELLOGG e GRIFFIN (2006), 

quatro estudos (PROSPERO et al., 2005, GRIFFIN et al., 2003, KELLOGG et al., 2004 e 

GRIFFIN et al., 2001) sobre poeira da África identificaram isolados bacterianos na atmosfera, 

entre os quais a maioria foi Gram-positiva e muitos foram formadores de esporos, o que os 

torna mais resistentes à dessecação, e mais prováveis de sobreviverem a transportes 

transoceânicos em eventos de transporte de poeira. Nesses estudos houve predominância 

numérica do gênero Bacillus (PROSPERO et al., 2005, GRIFFIN et al., 2003, KELLOGG et 

al., 2004) e do gênero Microbacterium (GRIFFIN et al., 2003 e GRIFFIN et al., 2001). 

Algumas bactérias esporulantes (especialmente Pseudomonas syringae) foram 

encontradas entre os mais eficientes nucleadores de gelo, iniciando o congelamento em 

temperaturas próximas a zero, conforme mencionado anteriormente (YANKOFSKY et al., 

1981; MORRIS et al., 2011). Em estudos sobre a diversidade microbiana atmosférica, por 

exemplo, Womack et al. (2010), observa-se que organismos formadores de esporos, tais como 

espécies do gênero Bacillus e outras Gram-positivas (encontradas neste trabalho), podem 

apresentar longo alcance geográfico e são predominantes em pesquisas que utilizam métodos 

dependentes de cultura. 

 

Morfologia  

Dentre as 11 espécies identificadas, 10 foram identificadas com o formato bacilo e 

apresentaram 3 UFC (BJ.KI-A15 e BJ.KI-21) ou 1 UFC (demais isolados). O Staphylococcus 

xylosus, strain JCM 2418 (isolado BJ.11-A06), foi a única espécie identificada como coco, e 
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apresentou o maior número de UFC no cultivo em ágar, contabilizando 32 UFC. De maneira 

diversa, no estudo de Fang et al. (2016), as amostras de ar oriundas de diversos ambientes 

urbanos na cidade de Hangzhou (China) apresentaram predominância de cocos em relação a 

bacilos.  

Segundo Madigan (2010), Sporosarcina é um gênero singular dentre os formadores de 

endósporos, diferenciando-se principalmente por ocorrer no formato de cocos ao invés de 

bacilos. No entanto, Tominaga et al. (2009) caracteriza a espécie Sporosarcina luteola, strain 

NBRC 105378 como bacilo. 

 

Taxa 

Os oito gêneros das bactérias identificadas são apresentados na Figura 11. Observa-se 

a predominância de Bacillus e Paenibacillus, representando, juntos, 50% das espécies 

identificadas.  

 

Figura 11 - Gêneros encontrados nos isolados bacterianos das amostras de granizo. 

 

Em estudo semelhante que investigou características químicas e microbiológicas de 

pedras de granizo coletadas na região de Ljubljana, Eslovênia, Šantl-Temkiv et al. (2013) 

encontraram, para as comunidades cultiváveis, os gêneros: Methylobacterium, Bradyrhizobium, 

Chelatococcus, Microvigra, Afipia, Bacillus, Paenibacillus, Microbacterium, Nocardia, 

Rhodococcus, com notável contribuição de bactérias típicas de superfícies de plantas 

(Methylobacterium). Provável justificativa dos autores seria o fato de essas bactérias serem 

mais bem adaptadas às condições de sobrevivência e crescimento na atmosfera, por já estarem 

adaptadas a fatores de estresse comuns às superfícies das plantas, tais como dessecação e 
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radiação UV. Bacillus e Paenibacillus, gêneros majoritários neste trabalho, também foram 

majoritários em 3 dos 9 granizos analisados por Šantl-Temkiv et al. (2013). 

O gênero Bacillus é encontrado nos mais diversos ambientes, tais como solo, podendo 

ocorrer também em ambientes extremos, com alto pH (B. alcalophilus), alta temperatura (B. 

thermophilus) ou alto teor de sal (B. haloduranos) (SLONCZEWSKI; FOSTER, 2011). Além 

disso, estudos como os de Shen e Yao (2013) demonstram que as espécies de Bacillus podem 

ser eficientes nucleadores de gelo. 

O gênero Paenibacillus encontra-se também presente em vários ambientes. Sua 

capacidade de formar esporos e a produção de diversas enzimas degradantes possibilitam que 

o gênero persista em diversos ambientes (OH et al, 2008). As espécies de Paenibacillus foram 

isoladas de uma grande variedade de fontes, incluindo sedimentos antárticos (MONTES et al., 

2004), ar (RIVAS et al., 2005b), rizosfera (RIVAS et al., 2005a), filosfera (RIVAS et al., 

2005c), solos alcalinos (YOON et al., 2005), fezes de vaca (VELÁZQUEZ et al., 2004), ervas 

de jardim (ŠMERDA et al., 2005), campos de arroz (SÁNCHEZ et al., 2005), solos 

(KANZAWA et al., 1995). Indivíduos do gênero Paenibacillus, assim como os do gênero 

Bacillus, muito provavelmente existem no ar na forma de endósporos, o que limita o seu 

crescimento na atmosfera (ŠANTL-TEMKIV et al., 2013). 

Do gênero Sporosarcina são conhecidas apenas 10 espécies. A última espécie a ser 

introduzida neste gênero foi encontrada em amostras de solo da Antártica (YU et al., 2008). 

Não foram encontradas espécies deste gênero nos outros estudos de granizo. Também não 

foram encontrados estudos na literatura relatando a ocorrência desse gênero em amostras de ar 

ou água de nuvem. 

Nos resultados obtidos em uma investigação sistemática sobre as variedades de 

composição, concentração e distribuição de tamanho de bactérias transportadas pelo ar em um 

campus universitário em Hangzhou (China), Lou, Fang e Si (2012) identificaram 22 gêneros de 

bactérias Gram-positivas, com predominância de Micrococcus, Bacillus, Staphylococcus e 

Corynebacterium, e 12 gêneros de bactérias Gram-negativas, dentre as quais Pseudomonas 

eram as mais comuns. Esses 5 gêneros dominantes ocuparam aproximadamente 60% do total.  

Ao investigar comunidades bacterianas presentes na atmosfera em regiões com 

diferentes usos do solo, as amostras de ar analisadas por Bowers et al. (2011) revelaram que as 

comunidades bacterianas dominantes foram representadas pelos filos Proteobacteria, 

Actinobacteria e Firmicutes, os mesmos encontrados neste estudo. No referido trabalho as 

Actinobacteria foram mais abundantes em ambientes suburbanos e de agricultura, enquanto as 

Firmicutes foram mais comuns em regiões próximas de florestas e área suburbana. No presente 
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estudo foram identificadas 2 espécies de Actinobacteria e 8, de Firmicutes, porém, não é 

possível afirmar qual a origem dos indivíduos presentes no granizo deste trabalho, uma vez que 

não se conhece a dinâmica da tempestade analisada, nem sua trajetória, e tampouco a trajetória 

exata percorrida por esses organismos desde sua origem até o momento em que foi incorporado 

no granizo. De fato, a região onde as amostras deste estudo foram coletadas apresenta 

características agrícolas e suburbanas dominantes, porém, não é possível tirar conclusões sobre 

a origem das bactérias identificadas. Ainda em relação ao grupo Firmicutes, Urbano et al. 

(2011) também encontraram uma espécie de bactéria do gênero Oceanobacillus em estudo 

sobre bioaerossóis em região costeira dos Estados Unidos. 

De acordo com Šantl-Temkiv et al. (2013) as Gammaproteobacteria indicam a 

influência de bactérias de origem epifítica nos granizos. Segundo Morris et al. (2008), a maior 

parte de bactérias nucleadoras de gelo conhecidas também tem origem epifítica. A classe das 

Gammaproteobacteria é formada por células Gram-negativas e apresenta exemplares 

importantes de bactérias fitopatogênicas, tais como Xanthomonas axonopodis (causadora do 

câncro cítrico), Xylella fastidiosa (causadora de doenças conhecidas como a praga do 

amarelinho que atinge laranjeiras) e Pseudomonas syringae. Neste trabalho apenas o isolado 

Legionella oakridgensis pertence à classe das Gammaproteobacteria. 

Por fim, a referência literária citada no NCBI que descreve cada uma das 11 espécies 

encontradas nas amostras de granizo analisadas neste estudo encontra-se na Tabela 04. 
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Tabela 04 - Origem dos isolados bacterianos das amostras de granizo. 

Espécie Origem  Referência 

Microbacterium oleivorans strain BAS69  Caverna de armazenamento de petróleo (Etzel, 

Alemanha) 
Schippers et al. (2005) 

Curtobacterium citreum strain DSM 

20528 
Arroz Yamada e Komagata (1972); DSMZ, (2017) 

Legionella oakridgensis strain OR-10  Toalhas de resfriamento industriais                                                                                             

Água subterrânea 
Orrison et al. (1983); Brzuszkiewicz et al. 

(2013) 

Oceanobacillus oncorhynchi subsp. 

incaldanensis strain 20AG  
Alga oriunda de gêiser (sul da Itália) Romano et al. (2006) 

Bacillus marisflavi strain TF-11 Matéria orgânica de mares (mar amarelo) Yoon et al. (2003) 

Bacillus humi strain LMG 22167 Áreas agrícolas (Holanda) Heyrman et al (2004)  

[Brevibacterium] frigoritolerans strain 

DSM 8801  
Solos áridos (Marrocos)                                                                                                               

Solo onde foi plantada azeitona (Aydin) 
Delaporte e Sasson (1967); Yaman et al 

(2017) 

Paenibacillus camelliae strain b11s-2 Chá Pu’er fermentado a partir da planta Camellia sinenis Oh et al. (2008) 

Paenibacillus oceanisediminis strain L10 Sedimento marinho (baía de Gongjin - Coréia do Sul) Lee et al. (2013) 

Sporosarcina luteola strain NBRC 

105378 
Equipamento (“hopper”) utilizado no processo de 

produção de molho de soja - Japão  
Tominaga et al. (2009) 

Staphylococcus xylosus strain JCM 2418 Pele humana (Raleigh, EUA) Schleifer e Kloos, (1975) 
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6 CONCLUSÃO 

 

Este trabalho se propôs a realizar uma caracterização microbiológica de amostras de 

granizo coletadas após um evento de tempestade ocorrido na região sudoeste do Paraná, com o 

objetivo de fornecer subsídios que contribuam com estudos futuros voltados à compreensão do 

papel desempenhado por microrganismos no processo de formação de gelo na atmosfera da 

região de estudo. Ao avaliar quatro distintos protocolos para descontaminação das amostras 

granizo, identificou-se que o processo de sucessivo de enxágues com solução de ácido 

clorídrico 0,01N apresentou a maior eficácia nas condições testadas, sendo este o método 

utilizado na descontaminação das amostras deste trabalho. Com relação às propriedades físicas 

médias dos granizos coletados, os valores observados estão de acordo com o que consta na 

literatura. O isolamento de microrganismos das amostras de granizo permitiu a identificação de 

8 gêneros e 11 espécies de bactérias distintas. As bactérias identificadas foram majoritariamente 

Gram-positivas e sua origem é atribuída a ambientes naturais da superfície terrestre. Pouco mais 

da metade das espécies encontradas são produtoras de esporos, e todas, com exceção de uma, 

apresentam formato de bacilo. Os gêneros Bacillus e Paenibacillus representaram 50% das 

espécies identificadas e foram apontados em outros estudos como potenciais nucleadores de 

gelo. Ambos os gêneros foram identificados em estudo similar, também como majoritários em 

parte das pedras de granizo analisadas. Em buscas feitas na literatura, não foram encontrados 

estudos anteriores com o gênero Sporosarcina associado a amostras de ar, água de nuvem ou 

granizo. 

Como sugestões para estudos futuros é possível citar várias alternativas, uma vez que 

este foi apenas um ponto de partida para estudos futuros sobre a ocorrência de granizo e a sua 

relação com os microrganismos, em especial, na região contemplada. Faz-se intensamente 

desejável, por exemplo, a realização de testes de nucleação de gelo com os microrganismos 

identificados neste trabalho, e análises para a verificação da presença de genes nucleadores de 

gene (INA) nessas bactérias. Também é possível fazer novas análises complementares, como 

por exemplo, a contagem total de células presentes nas pedras de granizo individuais, por meio 

de citometria de fluxo, e a verificação da porcentagem de células cultiváveis, tanto para a 

mesma tempestade (porque há amostras disponíveis) como para outros eventos de chuva. Outra 

opção para estudos futuros é a realização do sequenciamento e a identificação da totalidade dos 

isolados bacterianos cultiváveis obtidos, analisando-os de acordo com o ponto de coleta. Dessa 

forma serão possíveis análises que levem em consideração a distribuição espacial e a 

diversidade dos microrganismos dos granizos. Sugere-se ainda o estudo da evolução da 
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tempestade e o seu e o rastreamento através das imagens de satélites e outras técnicas, buscando 

possíveis alternativas para a proveniência dos microrganismos. Também com relação à 

rastreabilidade dos microrganismos identificados, indica-se a realização de análises capazes de 

traçar a relação filogenética entre espécies, como a árvore filogenética, por exemplo, feita em 

software apropriado, que informará quais os organismos conhecidos pela Ciência encontram-

se relacionados a eles, além de técnicas laboratoriais como RAPD (Random Amplification of 

Polymorphic DNA). 
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APÊNDICES 

 

Apêndice 01 - Tabela de dados binários utilizada no software UPGMA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

circular irregular irregular lisatransparentebranco amarela creme laranja ambarBrilhante Fosco opaco transl bacilo cocos filam gram + gram - sim não

KI-A01 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 1

KI-A02 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1

KI-A04 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1

KI-A06 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0

KI-A07 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1

KI-A09 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 1

KI-A10 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0

KI-A11 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1

KI-A12 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1

KI-A13 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1

KI-A15 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1

KI-A16 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1

KI-A17 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0

KI-A18 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1

KI-A21 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0

KI-A22 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1

KI-A23 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0

KI-A24 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1

KI-A25 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1

KI-A26 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1

KI-A27 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1

KI-A29 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1

KI-A30 B 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1

KI-A31 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1

KI-A32 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1

KI-A33 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1

KI-A34 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1

KI-A35 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1

KI-A36 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1

KI-A37 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1

KI-A38 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1

KI-A39 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1

KI-A40 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1

KI-A41 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1

KI-A42 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1

KI-A43 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1

KI-A44 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1

KI-A46 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1

KI-A47 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1

KI-A48 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1

KI-A49 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1

KI-A51 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1

KI-A52 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0

KI-A53 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1

BJ-06-A01 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1

BJ-11-A01 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1

BJ-11-A02 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1

BJ-11-A04 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1

BJ-11-A05 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1

BJ-11-A06 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1

BJ-EST-A01 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1

BJ-EST-A03 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1

BJ-EST-A05 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1

BJ-EST-A06 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1

BJ-EST-A07 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1

BJ-EST-A08 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1

BJ-EST-A09 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1

BJ-EST-A10 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1

BJ-EST-A12 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1

CANCELADO

Produção de Esporos

PONTO: BJ-KIOSK

AMOSTRAS
FORMA BORDA COR Brilhante x Fosco Translúcido x Opaco MORFOLOGIA GRAM
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Apêndice 02 - Características das colônias dos isolados bacterianos obtidos a partir do cultivo de 

amostras de granizo derretido, e caracterização morfotintorial e de formação de esporos das bactérias. 
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BJ.KI-A01 - x - x x - - - - - - - x - x x - - - x - - x x - - x 30

BJ.KI-A02 x - - x x - - - - x - - - x - x - - - x - x - x - - x 10

BJ.KI-A03* - x x - x - - - - - x - - - x - x - - x s/d s/d s/d s/d s/d s/d s/d 50

BJ.KI-A04 x - - x x - - - - - x - - - x x - - - x x - - x - - x 90

BJ.KI-A05* x - - x - x - - - - - x - - x x - x - - s/d s/d s/d s/d s/d s/d s/d 30

BJ.KI-A06 x - x - x - - - - - - x - x - x - - x - x - - x - x - 10

BJ.KI-A07 x - x - x - - x - - - - - x - x - - x - x - - x - - x 20

BJ.KI-A08* x - - x x - - - - - x - - x - - x - x - s/d s/d s/d s/d s/d s/d s/d 40

BJ.KI-A09 x - - x x - - - - - x - - x - x - - x - - x - x - - x 10

BJ.KI-A10 x - x - x - - - - - x - - x - x - - x - x - - x - x - 10

BJ.KI-A11 x - - x x - - - - - - x - x - x - - x - - x - x - - x 10

BJ.KI-A12 x - - x - - x - - - - - x x - x - - x - x - - x - - x 10

BJ.KI-A13 x - - x x - - - - - - x - x - x - - x - - x - - x - x 10

BJ.KI-A14* x - - x x - - - - - x - - - x x - - x - s/d s/d s/d s/d s/d s/d s/d 20

BJ.KI-A15 x - - x x - - - - x - - - x - - x - x - - x - - x - x 30

BJ.KI-A16 x - - x x - - - - - x - - x - x - - x - x - - x - - x 20

BJ.KI-A17 x - - x x - - - - - - - x x - - x - x - x - - x - x - 10

BJ.KI-A18 x - x - x - - - - - x - - x - x - - - x x - - x - - x 30

BJ.KI-A19* x - x - x - - - - - x - - x - x - - x - s/d s/d s/d s/d s/d s/d s/d 10

BJ.KI-A20* x - - x x - - - - - - x - x - - x - x - s/d s/d s/d s/d s/d s/d s/d 10

BJ.KI-A21 x - - x x - - - - - x - - x - x - - x - x - - x - x - 30

BJ.KI-A22 x - x - x - - - - - x - - x - - x - - x x - - x - - x 20

BJ.KI-A23 x - x - x - - - - - x - - x - x - - - x x - - x - x - 10

BJ.KI-A24 x - - x x - - - - - x - - x - x - - x - x - - x - - x 10

BJ.KI-A25 x - - x x - - - - - - x - x - - x - x - x - - x - - x 10

BJ.KI-A26 x - x - x - - - - - x - - x - x - - - x x - - x - - x 20

BJ.KI-A27 ? ? - x x - - - - - x - - x - x - s/d s/d s/d x - - x - - x 0

BJ.KI-A28* x - x - x - - - - - x - - x - x - - - x s/d s/d s/d s/d s/d s/d s/d 10

BJ.KI-A29 x - x - x - - - - - x - - x - x - - - x x - - x - - x 20

BJ.KI-A30 B x - x - x - - - - - x - - x - x - x - - x - - - x - x 10

BJ.KI-A31 x - - x - - x - - - x - - x - x - - x - - x - x - - x 10

BJ.KI-A32 x - - x x - - - - x - - - x - x - x - - - x - x - - x 20

BJ.KI-A33 x - x - s/d s/d s/d - - - x - - - x x - - x - - - x - x - x 10

BJ.KI-A34 x - - - s/d s/d s/d - - - - x - - x x - - x - - x - - x - x 10

BJ.KI-A35 x - - x s/d s/d s/d - - - x - - x - x - x - - - x - x - - x 50

BJ.KI-A36 x - - x s/d s/d s/d - - - x - - x - - x x - - - x - - x - x 110

BJ.KI-A37 x - - x s/d s/d s/d - - - - x - x - x - x - - x - - - x - x 30

BJ.KI-A38 x - x - x - - - - - x - - - x x - - x - x - - x - - x 10

BJ.KI-A39 x - - x s/d s/d s/d - - - x - - x - x - - x - x - - x - - x 10

BJ.KI-A40 x - - x s/d s/d s/d - - - - x - x - x - x - - - x - - x - x 10

BJ.KI-A41 x - x - x - - - - - x - - x - x - - - x x - - x - - x 20

BJ.KI-A42 x - x - x - - - - - - x - x - x - - - x x - - x - - x 20

BJ.KI-A43 x - x - x - - - - - x - - - x x - - - x x - - x - - x 10

BJ.KI-A44 x - x - x - - - - - - x - x - - x - - x x - - x - - x 10

BJ.KI-A45* x - x - x - - - - - x - - - x x - - - x s/d s/d s/d s/d s/d s/d s/d 10

BJ.KI-A46 x - x - x - - - - - - x - x - - x - x - x - - - x - x 10

BJ.KI-A47 x - - x x - - - - - - x - x - x - - x - x - - x - - x 10

BJ.KI-A48 x - x - x - - - -  - x  - - x - x - - x - x - - x - - x 10

BJ.KI-A49 x - - x x - - - - x - - - x - x - - x - x - - x - - x s/d

BJ.KI-A50* x - - x s/d s/d s/d - - x - - - x - x - s/d s/d s/d s/d s/d s/d s/d s/d s/d s/d s/d

BJ.KI-A51 x - - x x - - - - x - - - x - - x - x - x - - - x - x 10

BJ.KI-A52* x - - x x - - - x - - - - - x x - x - - x - - s/d s/d s/d s/d 10

BJ.KI-A53 x - - x x - - - - - - x - x - x - - x - - x - x - - x 10

Total 50 2 21 31 42 1 2 1 1 6 28 14 3 42 11 42 11 8 28 15 30 12 2 33 10 5 38 100

PONTO: BJ-BJ.KIOSK
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Nota: * Isolados não considerados na realização do dendrograma, por não apresentarem dados suficientes.   

            s/d – sem dados 
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BJ.06-A01 x - - x x - - - - x - - - x - x - - - x x - - x - - x 20

BJ.06-A02* x - x - x - - - - - x - - x - x - - - x s/d s/d s/d s/d s/d s/d s/d 10

BJ.06-A03* x - - x x - - - - - x - - x - x - - - x s/d s/d s/d s/d s/d s/d s/d 10

BJ.06-A04* x - x - x - - - - - x - - - x x - - - x s/d s/d s/d s/d s/d s/d s/d 20

Total 4 0 2 2 4 0 0 0 0 1 3 0 0 3 1 4 0 0 0 4 1 0 0 1 0 0 1 60
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BJ.11-A01 x - x - x - - - - - x - - - x x - - - x x - - x - - x 20

BJ.11-A02 x - x - x - - - - - x - - x - - x - - x x - - x - - x 10

BJ.11-A03* x - - x - - x - - - - x - - x x - - x - s/d s/d s/d s/d s/d s/d s/d 10

BJ.11-A04 - x x - x - - - x - - - - x - x - - - x x - - x - - x 10

BJ.11-A05 - x x - x - - - x - - - - x - x - - - x x - - x - - x 10

BJ.11-A06 x - x - x - - - x - - - - x - x - s/d s/d s/d - x - x - - x 320

Total 4 2 5 1 5 0 1 0 3 0 2 1 0 4 2 5 1 0 1 4 4 1 0 5 0 0 5 380
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BA-EST-A01 x - x - x - - - - - x - - - x x - - - x x - - x - - x 150

BA-EST-A02* x - - x x - - - x - - - - x - x - - x - s/d s/d s/d s/d s/d s/d s/d 50

BA-EST-A03 x - - x - - x - - - x - - x - x - - x - x - - x - - x 20

BA-EST-A04* - x x - x - - - - - x - - x - x - - - x s/d s/d s/d s/d s/d s/d s/d 10

BA-EST-A05 x - - x x - - - - - x - - x - - x - x - x - - - x - x 0

BA-EST-A06 x - - x x - - - - x - - - x - x - - x - - x - x - - x 10

BA-EST-A07 x - - x x - - - - x - - - x - x - - x - x - - x - - x 20

BA-EST-A08 - x x - x - - - - - x - - - x x - - - x x - - x - - x 10

BA-EST-A09 x - - x x - - - - - - x - - x x - - x - x - - x - - x 10

BA-EST-A10 x - x - x - - - - - - - x - x x - - - x x - - x - - x 10

BA-EST-A11* x - x - x - - - - - x - - x - - x - - x x - - x - s/d s/d 10

BA-EST-A12 x - - x - - x - - - - x - - x x - - x - s/d s/d s/d s/d s/d - x 10

BA-EST-A13 x - x - x - - - - - x - - - x x - - x - x - - x - s/d s/d 10

Total 11 2 6 7 11 0 2 0 1 2 7 2 1 7 6 11 2 0 8 5 9 1 0 9 1 0 9 320
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PONTO: BA-ESTRADA
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