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Resumo

O tratamento de &4gua para consumo humano tem evoluido nos ultimos anos em
decorréncia da necessidade de eliminar poluentes fisico-quimicos e biol6gicos causados
pela agdo antropica. O Brasil enfrenta, diariamente, principalmente nas grandes
metrépoles, problemas com o abastecimento de &4gua. A possibilidade de contrair
doencas pela dgua ja €, ha muito tempo, sabida pelo homem. A dgua potdvel deve estar
isenta de microrganismos patogénicos e a eliminacdo ou inativacdo desses
microrganismos € conhecida como desinfeccdo. Atualmente existem diferentes métodos
de desinfec¢do de dgua. O mais utilizado € o desinfetante quimico cloro (Cl,). Alguns
agentes fisicos também podem ser utilizados na desinfec¢do de dguas, como a radiacdo
ultravioleta (UV) através de reator especifico que possui acoplado em seu interior uma
lampada UV. A radiagdo ultravioleta ¢ um método utilizado hd vérios anos, com
resultados diversos, dependendo da qualidade da dgua a tratar e das técnicas utilizadas.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi, através de planejamentos experimentais,
variando-se a concentracdo do microrganismo (Escherichia coli ou Saccharomyces
cerevisiae) e o tempo de exposi¢do a radiacdo UV, conhecer qual a melhor condi¢do para
obter-se maior de inativacdo dos microrganismos em um reator de 2,5L operando com
uma lampada UV de 30W. Experimentos para verificacdo de dose letal também foram
realizados. A maior inativagdo, 99,96%, foi obtida com amostra contendo 0,01g/L de
células de Escherichia coli irradiadas durante 60s por UV a uma dose de radiacdo
estimada de 9,2 mWs/cm® Para Saccharomyces cerevisiae a maior eficiéncia de
inativacdo de 99,76% foi obtida, quando amostras de 0,01g/L de células foram tratadas
durante 60s por radiagdo UV. Em aproximadamente 20h, apds o tratamento, as células
irradiadas de E. coli apresentaram reativacdo e S. cerevisiae levou em torno de 72h para
reativar 100% das células.
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Abstract

The treatment of drinking water has evolved in recent years due to the need to eliminate
pollutants physical, chemical and biological caused by human action. Brazil faces every
day, especially in large cities, problems with the water supply. The possibility of
contracting diseases by water is already a long time, known by man. Drinking water
should be free of pathogenic microorganisms and the elimination or inactivation of
microorganisms is known as disinfection. Currently there are different methods of
disinfecting water. The most used is the chemical disinfectant chlorine (Cl,). Some
physical agents can also be used for the disinfection of water, such as ultraviolet
radiation (UV) through special reactor that has attached to it’s inside a UV lamp.
Ultraviolet radiation is a method used for several years, with different results, depending
on the quality of water to process and techniques used. This work was through
experimental plans, ranging up the concentration of microorganism (Escherichia coli or
Saccharomyces cerevisiae) and time of exposure to UV radiation, knowing the best
condition to obtain the largest inactivate the microorganisms in a reactor of 2.5L
operating with a UV lamp to 30W. Experiments to test lethal dose were also made. Most
inactivation, 99.96%, was obtained using a sample containing 0.01g.L" of Escherichia
coli cells irradiated during the 60s by UV radiation dose of an estimated 9.2 mWs.cm™.
Saccharomyces cerevisiae for the greater efficiency of inactivation of 99.76% was
obtained when samples of 0.01g.L"' cells 60s were treated for UV radiation. In
approximately 20h after the treatment, the irradiated cells of E. coli presented
reactivation and S. cerevisiae took around 72 hours to reactivate 100% of the cells.
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Capitulo 1

Introducao

O tratamento de dgua para consumo humano tem evoluido nos tltimos anos em
decorréncia da necessidade de eliminar poluentes fisico-quimicos e biol6gicos causados
pela acdo antrépica. A exemplo do tratamento de dgua para consumo humano, os
tratamentos de dguas residudrias vém evoluindo devido as leis ambientais vigentes, ao
conceito de reuso adotado por empresas conscientes e principalmente devido a escassez

deste recurso natural.

A 4gua, fonte de riqueza, motivo de sobrevivéncia e faléncia para populacdo do
planeta tem sido alvo de campanhas e noticidrios dos principais meios de comunicagao.
Noticias relacionadas aos problemas de saide publica vinculam a 4gua como o principal
meio para a transmissdo de agentes patogénicos causadores de diversas doengas como a

cOlera, a febre tiféide e algumas verminoses.

Atualmente existem diferentes métodos de desinfeccdo de dgua. O mais
utilizado € o desinfetante quimico cloro. Outros desinfetantes quimicos sdo considerados
alternativos, destacando-se o hipoclorito de sédio ou de célcio, o 0zbnio ou o
permanganato de potdssio. Alguns agentes fisicos também podem ser utilizados na
desinfeccdo de dguas, como a radiacao ultravioleta (UV). A radiacdo ultravioleta ¢ uma
forma estabelecida e de crescente aplicacdo como alternativa aos agentes quimicos
tradicionais no processo de desinfeccdo de dguas de abastecimento. A tendéncia geral de
evitar substancias quimicas muito reativas no tratamento de dgua originou interesse neste

método de desinfeccdo.
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Virios estudos tratam do uso da radiagdo ultravioleta como alternativa de
desinfec¢do de dguas para consumo humano e apds tratamento bioldgico de efluentes
industriais, podendo ser utilizada como ferramenta de inibi¢do de microrganismos que
competem entre si, a fim de manter um ambiente livre de microrganismos vivos.

Muitas pesquisas foram feitas no Brasil e em outros paises, buscando consolidar
tecnologias e parametros que viabilizem o uso da radiacdo ultravioleta, visando a uma
maior adequacdo e otimizacao do processo para a utilizagao eficaz deste no atendimento
a populacdo, tanto no ambito industrial como no de saide publica (HIRNOVEN et al.,
1996; TANAKA et al., 1996, DENG et al., 2000; SOUZA, 2000; SOUZA et al. 2000;
DANIEL, 2001; AGUIAR et al., 2002; OLIVEIRA, 2003; SA SILVA et al., 2003;
Cipriano, 2004; MONTAGNER et al., 2005; AMARAL et al., 2006; BILOTTA e
DANIEL, 2006; WALKLING-RIBEIRO et al., 2008).

Na industria alimenticia, por exemplo, quando suco de maca foi inoculado com
Staphylococcus aureus e tratado por radiacdo ultravioleta seguido de pré-aquecimento e
pulsos de campos elétricos apresentou menor quantidade de microrganismos quando
comparado com o tratamento convencional de pasteurizacdo. Na drea ambiental, a
degradacdo do inseticida dimetil 2,2,2-tricloro-1-hidroxietilfosfato (DEP) e das
substancias 4cido monocloroacético e fenol foi mais rdpida quando o processo

UV/TiO,/0O; foi utilizado.

Em experimentos de desinfeccdo de dgua a inativagdo dos microrganismos
Escherichia. coli, Colifagos e Clostridium perfringens foi de 99,976, 99,99 e > 99,99%,
respectivamente. Na desinfec¢do de dgua de chuva, captada de telhado, tratada com meio
filtrante composto por areia e radiagdo ultravioleta alcancou-se 100% de inativagdo dos

coliforme totais presentes na amostra inicial de 4gua de chuva.

No tratamento de efluentes domésticos, apds a aplicacdo de diferentes doses de
UV observou-se que, com uma dose superficial de 40 a 60 mWs/cm? a radiagdo
ultravioleta alcancou resultados de remog¢do de coliformes acima de 4 casa logaritmicas.
Verificou-se, ainda que, apds o tratamento por radia¢do UV a 30mWs/cm?, o efluente da

estacdo insular (lodo ativado) alcancou uma qualidade microbioldgica que permite sua
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utilizagdo em irrigagdo irrestrita de acordo com as recomendacdes da OMS (Organizagdao

Mundial da Saude).

Porém, sabe-se que, se a dose de radiacdo UV utilizada nao for letal, uma parcela
dos microrganismos inativados pode ser recuperada sob irradiacdo de luz na faixa do
visivel. Além disso, a radiacio UV por ser um agente mutagénico, pode provocar
mutacdes genéticas nos microrganismos, ao invés de inativa-los. Portanto, a dose correta
de UV € uma varidvel importante para o dimensionamento de instalacdes de desinfecc¢ao.

Um equipamento de desinfeccdo de dgua por radiacdo ultravioleta, entdo, para ser
eficiente, necessita garantir uma dose letal. Diferentes empresas comercializam
equipamentos de desinfeccao de dgua por UV, garantindo uma dose letal de radiacdo. No
entanto, a dose letal depende de uma série de condi¢des fisico-quimicas da dgua, como
por exemplo, grau de turbidez (< 5 NTU), sélidos em suspensio (< 10mg/L),
concentracdo de ferro (< 0,3 mg/L) e manganés (< 0,05 mg/L) e dureza (< 6 mg/L
CaCO0s). Ainda, existe a necessidade de se estudar a eficiéncia de inativacdo de diferentes
microrganismos expostos a radiagdo ultravioleta, em decorréncia de que cada
microrganismo comporta-s€ com maior ou menor resisténcia a inativa¢do diante de
diferentes doses de radiacdo aplicada.

Assim, este trabalho objetivou avaliar a eficiéncia de desinfec¢do de dgua,
contendo diferentes microrganismos contaminantes, por radiacdo ultravioleta (UV) em

reator utilizando processo em batelada.

Para tanto, avaliou-se a efici€ncia da desinfec¢do de dgua por UV em processo
batelada, através de planejamentos fatoriais 22, variando-se a concentracdo de
Escherichia coli e de Saccharomyces cerevisiae € o tempo de exposi¢do a radiacao UV,
bem como, a cinética de inativa¢do destes microrganismos. Verificou-se, ainda, se a dose
de radiacdo UV foi letal aos microrganismos através da andlise de recrescimento

microbiano imediatamente apds o tratamento e apds 24h e 96h ao tratamento.
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Capitulo 2

Revisao da Literatura

2.1Agua

A 4gua encontra-se disponivel sob varias formas e é uma das substancias mais
comuns existentes na natureza, cobrindo cerca de 70% da superficie do planeta. E
encontrada principalmente no estado liquido, constituindo um recurso natural renovavel
por meio do ciclo hidrolégico. Estima-se que a massa de dgua total existente no planeta
seja aproximadamente igual a 265.400 trilhdes de toneladas, distribuidas entre oceanos,
dguas subterraneas, umidade do solo, calotas polares, geleiras, lagos, pantanos, rios e

vapores na atmosfera (BRAGA, 2005).

A 4gua constitui parte integrante do organismo humano, representando cerca de
70% da sua composi¢cdo, indispensdvel ao desempenho de fungdes fisiolégicas

fundamentais (BRANCO, 1991).

2.1.1Importancia da agua

De acordo com Derisio (2000), a 4gua € um bem precioso, indispensdvel a todas
as atividades humanas. A dgua cai da atmosfera sobre a terra aonde chega,
principalmente, sob a forma de chuva ou de neve. Os corregos, rios, lagos geleiras,

constituem as grandes estradas através das quais a dgua atinge os oceanos. Durante a sua
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viagem, ela é contida pelo solo, pela vegetacio e pelos animais. A dgua retorna a
atmosfera, principalmente por evaporagdo e por transpiracdo. Ela é para o homem, para

0s animais e para as plantas, um elemento de primeira necessidade.

Quando utilizamos o termo "qualidade de 4dgua", é necessdrio compreender que
esse termo ndo se refere, necessariamente, a um estado de pureza, mas simplesmente as
caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas, e que, conforme essas caracteristicas siao
estipuladas diferentes finalidades para a 4gua (MERTEN e MINELLA, 2002). Na vida
social ou industrial, os recursos hidricos sdo utilizados para multiplos fins, tais como
abastecimento doméstico, abastecimento industrial, irrigacdo, preservacdo de flora e
fauna, recreacdo e lazer, geracdo de energia elétrica, navegacdo e diluicio de despejos

(DERISIO, 2000).

Agua e saneamento constituem um dos mais sérios problemas ambientais, embora
problemas dessa natureza estejam concentrados principalmente nas dreas urbanas de
paises mais pobres. Estima-se que cerca de 1/4 da populacdo urbana dos paises do 3°
mundo nao tém acesso a dgua potavel (ROSSI-ESPAGNET et al., 1991). Em decorréncia
do rdpido crescimento da populagdo desses paises nos udltimos 20 anos, o nimero de
individuos ndo servidos por dgua potdvel e saneamento tem aumentado e ndo diminuido

(WHO, 1996).

2.1.2Ciclo da agua

As moléculas de dgua que evaporam dos oceanos, rios e lagos formam as nuvens.
Uma vez que as nuvens ficam pesadas o suficiente pode entdo chover no mesmo local
onde houve a evaporacdo ou se as nuvens forem transportadas pelos ventos pode chover
em local diferente (USP, 2008). Estes processos de evaporagdo, transporte e precipitacdao

(chuva ou neve) fazem parte do chamado ciclo da dgua, conforme Figura 2.1.
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Figura 2.1 - Esquema do ciclo da dgua.

Fonte: USP (2008).

As dguas subterraneas também evaporam, pois estas molham o solo, que
transpira. As plantas também transpiram, e assim, as nuvens também sao formadas pelas
moléculas de 4gua com origem no solo e plantas. A dgua da chuva é percolada para o
interior do solo com a ajuda das raizes das plantas, e assim vai penetrando mais e mais
fundo, formando os leng¢dis fredticos. Sem as plantas grande parte da dgua escoa para os

rios sem ter tempo de ser armazenada no subsolo (USP, 2008).

A urbanizagdo acelerada em todo o planeta produz intimeras alteracdes no ciclo
hidrol6gico e aumenta enormemente as demandas para grandes volumes de &gua,
aumentando os custos de tratamento, a necessidade de mais energia para distribuicdo de
dgua e a pressdo sobre os mananciais. Além de impactos produzidos pelas atividades
humanas, deve-se considerar, também, que as mudangas globais em curso afetam
drasticamente os recursos hidricos do planeta. Estas mudangas globais, em parte
resultantes da aceleracdo dos ciclos biogeoquimicos e contribuicdo de gases de efeito
estufa para a atmosfera, também poderdo interferir nas caracteristicas do ciclo
hidrolégico, afetar a temperatura das dguas superficiais de lagos, rios e represas, alterar a
evaporagao/transpiragcdo e produzir impactos diversos na biodiversidade. Estas mudancas
poderdo ter efeitos na agricultura, na distribuicdo da vegetacdo e conseqiientemente

poderdo alterar a quantidade e qualidade dos recursos hidricos (TUNDISI, 2003).
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2.1.3Poluicgao e doencas de veiculagao hidrica

Com o despejo de esgoto nas dguas, a quantidade de matéria organica aumenta

z

intensamente. Matéria orgénica, de forma simplificada, é considerada alimento para
muitas formas de seres vivos, porém, devido a taxa de reproducdo de algumas espécies
ser maior que a de outras, o crescimento acelerado de algumas bactérias e
microrganismos leva a uma mudanga brusca no pH e na diminui¢do do nivel de oxigénio,
diminuindo o ndmero de espécies que vivem no sistema aquético (COMITES PCJ,
2007).

O conhecimento da possibilidade do homem em contrair doengas pela dgua
remonta a 2000 a.C. (LEAL, 2001). No entanto, somente no século XIX a dgua foi
reconhecida como meio de transmissao de doencas com a identificacdo e a classificacao
dos agentes patogénicos causadores de diversas doencgas de veiculagdo hidrica como a
febre tiféide (1880), a cdlera (1884), a disenteria (1898) e a febre paratiféide (1900)
(WHITE, 1986).

Diversas infecgdes tém origem na contaminacdo por esgotos sanitdrios, de
mananciais de dgua usados para o consumo ou para recreacdo. Considerando que as
cidades brasileiras, em sua grande maioria, sdo abastecidas por mananciais superficiais e
que 90% dos esgotos coletados por rede coletora publica, retornam ao ambiente sem
sofrer qualquer tipo de tratamento, podemos concluir que a populagdo brasileira, estd

exposta a diferentes doencgas de veiculagdo hidrica (SILVA et al., 2001).

A Organizacao Mundial da Satide estima que 25 % de todos os leitos hospitalares
do mundo estdo ocupados por pessoas com doencas veiculadas pela dgua. Dentre essas
doencas, destacam-se as diarréias e disenterias (criptosporidiose, diarréia por Escherichia
coli, diarréia por rotavirus, salmonelose, disenteria bacilar, giardiase, célera, balantiase,
disenteria amebiana, enterite campylobacteriana), febre tiféide e paratiféide, poliomielite,

hepatite A, leptospirose, ascaridiase e tricuriase (LIMA e KOLLNBERGER, 1998).
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Na Tabela 2.1 sdao apresentados as principais doengas de veiculac@o hidrica e os
respectivos agentes etiologicos, sintomas usuais e fontes de contaminacdo. Nesta tabela
nio estdo apresentadas as doengas como verminoses e as doengas transmitidas por

insetos. Com uma rdpida andlise dos sintomas apresentados verifica-se que a diarréia é

predominante entre os mesmo.

Tabela 2.1 - Principais doengas de veiculacao hidrica.

Doenca

Agente etioldgico

Sintomas

Fontes de
contaminaciao

Febres tifoide e
paratiféide

Disenteria bacilar

Disenteria amebiana

Colera

Giardiase

Hepatite A e B

Poliomelite*

Criptosporidiose

Gastroenterite

Salmonella typhi,
Salmonella paratyphi
AeB

Shigella dysenteriae

Entamoeba
histolytica

Vibrio cholerae

Gidrdia lamblia

Virus da hepatite A e
B

Virus da poliomelite

Cryptosporidium
parvum,
Cryptosporidium
muris

Escherichia coli,
Campylobacter
Jjenuni, Yersinia
enterocolitica,
Aeromonas

hydrophila, Rotavirus

€ outros virus
entéricos.

Febre elevada,
diarréia

Diarréia

Diarréia, abscessos no

figado e intestino
delgado

Diarréia e
desidratacdo

Diarréia, nausea,
indigestao, flatuléncia

Febre, ictericia

Paralisia

Diarréia, anorexia,
dor intestinal, nausea,
indigestao, flatuléncia

Diarréia

Fezes humanas

Fezes humanas

Fezes humanas

Fezes humanas e
dguas costeiras

Fezes humanas e de
animais

Fezes humanas
Fezes humanas

Fezes humanas e de
animais

Fezes humanas

* Enfermidade erradicada no Brasil

Fonte: DANIEL (2001).
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2.1.4Microrganismos indicadores da qualidade da agua

Os microrganismos presentes nas dguas naturais sdo, em sua maioria, inofensivos
a saide humana. No entanto, devido a contaminagdo por esgoto sanitdrio, estao presentes
microrganismos que podem ser prejudiciais. Os microrganismos patogénicos incluem

bactérias, protozodrios, helmintos e virus (SOUZA e DANIEL, 2005).

Este fato leva a necessidade da utilizacdo de microrganismos indicadores de
possiveis microrganismos patogénicos presentes na dgua analisada. No Brasil, a pratica
de controle microbiolégico de qualidade da d4gua de consumo se fundamenta no controle
da presenca de bactérias do grupo coliformes. A bactéria Escherichia coli é usualmente
empregada como microrganismo indicador de contaminacdo fecal. Parte-se do
pressuposto de que, dadas as caracteristicas dos coliformes, sua auséncia nas dguas de
abastecimento, sobretudo dos coliformes fecais, significaria uma garantia sanitdria de

seguranca microbioldgica da 4gua em termos de saude publica (DANIEL, 2001).

No entanto, embora de grande praticidade, o teste dos coliformes nido garante a
auséncia de outros patogénicos na dgua, mais resistentes que as bactérias. Por esse
motivo, é conveniente que sejam feitos exames para detectar outros microrganismos
indicadores que possam representar o comportamento de virus, bactérias esporuladas e
cistos de protozodrios diante dos desinfetantes. Atualmente, o potencial patogénico da
dgua de consumo vem sendo dirigido a outras bactérias, como Campylobacter e
Aeromonas, e a protozodrios, como Giardia e Cryptosporidium, além de diversos de

tipos de virus (ROSE, 1990).

Segundo Braga (2005) os coliformes fecais sdo escolhidos como indicadores da

presenca potencial de organismos patogénicos de origem fecal na dgua porque:

I. existem em grande nimero na matéria fecal e ndo existem em nenhum outro tipo de

matéria organica poluente; por conseguinte, sdo indicadores especificos de matéria fecal;

II. algumas bactérias pertencentes ao grupo (Escherichia coli, por exemplo) nio se
reproduzem na agua ou no solo, mas exclusivamente no interior do intestino (ou em
meios de cultura especiais a temperatura adequada); portanto, s6 sdo encontradas na dgua

quando nela for introduzida matéria fecal;
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II. apresentam resisténcia ao meio (luz, oxigénio, ao cloro e a outros agentes
destruidores de bactérias) comparavel ao que € apresentado pelos principais patogénicos
intestinais que podem ser veiculado pelas dguas; dessa maneira, reduz-se a possibilidade

de existirem patogénicos fecais quando ja ndo se encontram coliformes; e

IV. sua caracterizacdo e quantificacdo sdo realizadas por métodos relativamente simples.
As bactérias do grupo coliforme sdo as Unicas capazes de fermentar lactose, produzindo
gds e residuos na presenca de bile (que ¢ um componente normal do intestino). Desse
modo, se a dgua a ser testada for submetida a varias diluicdes e essas forem semeadas

sucessivamente em tubos, a formacao de gés caracterizard a presenga de bactérias.

Em relacdo a outros indicadores, Clostridium perfringes sao organismos
anaerdbios formadores de esporos € normalmente estdo presentes nas fezes embora que
em menor ndmero que a Escherichia coli. Nao sdo exclusivamente de origem fecal e
podem ser encontrados em outras fontes ambientais. Seus esporos podem sobreviver na
dgua por muito mais tempo do que os organismos do grupo coliforme e sdo bastante
resistentes a desinfeccdo. Devido a sua persisténcia na dgua, sdo importantes indicadores
de contaminacdo, porém ndo sdo recomendados como indicadores fecais, nem para
monitoramento de rotina em sistemas de tratamento de distribuicdo de dgua (SOUZA,

2006).

Os colifagos sdo virus que hospedam a bactéria, a infectam e se replicam em
cepas hospedeiras de E. coli e parecem estar sempre presentes na amostra em estudo na
qual a E coli é isolada. Por essa razdo, podem servir também como indicadores de

poluicao de origem fecal (DANIEL, 2001).

A Portaria N° 518 do Ministério da Saide de 25 de marco de 2004 (ANVISA,
2004) estabelece os procedimentos e responsabilidades relativos ao controle da qualidade
da dgua para consumo humano e seu padrao de potabilidade. A Tabela 2.2 apresenta o
padrao de potabilidade da dgua para consumo humano do Cap. IV, Art. 11, da referida

Portaria.
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Tabela 2.2 - Padrdao microbioldgico de potabilidade da 4gua para consumo humano.

Parametro VMP(1)

Agua para consumo humano(2)

Escherichia coli ou coliformes termotolerantes (3) Auséncia em 100mL
Agua na saida do tratamento

Coliformes totais Auséncia em 100mL
Agua tratada no sistema de distribuicdo (reservatorios e rede)

Escherichia coli ou coliformes termotolerantes(3) Auséncia em 100mL

Coliformes totais Sistemas que analisam 40
ou mais amostras por més:
auséncia em 100mL em
95% das amostras
examinadas no més.

Sistemas que analisam
menos de 40 amostras por
més: apenas uma amostra
podera apresentar
mensalmente resultado
positivo em 100mL.

(1) Valor Maximo Permitido.

(2) dgua para consumo humano em toda e qualquer situacdo, incluindo fontes individuais
como poc¢os, minas, nascentes, dentre outras.

(3) a detecgdo de Escherichia coli deve ser preferencialmente adotada.

Fonte: ANVISA (2004).

2.1.4.1 Escherichia coli

Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa da familia Enterobacteriaceae. E
anaerdbia facultativa na forma de bastonetes, conforme mostra a Figura 2.2 (BASTOS,

2000).

Do ponto de vista médico, os bastonetes Gram-negativos anaerdbios facultativos
sd0 um grupo muito importante de bactérias. Muitos deles causam doencas do trato
gastrointestinal e de outros 6rgdos. Escherichia coli € provavelmente o organismo mais
familiar da microbiologia. Pode ser uma causa comum de infeccdes do trato urindrio, e
certas linhagens produzem enterotoxinas que comumente causam diarréia e

ocasionalmente varias doencas graves de origem alimentar (TORTORA, 2000).
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Figura 2.2 - Imagem de Escherichia coli em microscépio eletronico de varredura.

Fonte: Fundacao Oswaldo Cruz (2008).

As cepas enteroemorragicas de Escherichia coli sdio bem conhecidas nos Estados
Unidos como causa de vdrios surtos de doengas associados a ingestdo de hamburguer mal
cozido ou leite cru. Estes microrganismos produzem toxinas, que sdo responsdveis pela
colite hemorrdagica, uma inflamacdo do c6lon com sangramento. O mais conhecido e
consistentemente, mais virulento, patégeno deste grupo € o sorotipo de Escherichia coli.
Ele € um habitante ocasional dos tratos intestinais de animais, especialmente o gado,

onde ndo tem efeito patogénico (TORTORA, 2000).

Escherichia coli é utilizada como indicador de poluicdo porque é um habitante
normal do trato intestinal humano. Se estiver presente na dgua, indica que estd
contaminada com material fecal e, portanto, poluida e imprdpria para consumo

(PELCZAR et al., 1996).

2.2Desinfeccédo da agua

A desinfeccao da dgua consiste no processo de purificagdo da mesma por meio do
emprego de um agente fisico ou quimico, cuja finalidade € a inativagdo dos
microrganismos patogénicos, tais como bactérias, fungos, protozodrios e virus, que sao
os agentes transmissores de doencas que podem infectar, direta ou indiretamente, o
homem (BABBIT er al., 1973; DANIEL, 2001). Os métodos mais utilizados para
desinfeccdo de dgua para obter-se dgua potédvel sdo a desinfec¢do por agentes quimicos e

por agentes fisicos.
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2.2.1Desinfeccéo por agentes quimicos

O desinfetante quimico mais utilizado na desinfec¢do para produgdo de dgua
potavel € o cloro (Cl), liquido ou gasoso. O cloro tem sido empregado como desinfetante
primdrio na maioria das estagdes que trata dgua superficial ou subterrinea, tanto como
pré-desinfetante como pds-desinfetante. Outros desinfetantes quimicos sao considerados
alternativos, destacando-se o hipoclorito de sédio ou de cdlcio, o 0zonio (Os3), o didéxido
de cloro, o permanganato de potdssio, a mistura ozonio/peréxido de hidrogénio, o ion
ferrato e outros agentes em fase de pesquisa e desenvolvimento, como sais de prata, sais
de cobre, detergentes, etc. (SILVA et al., 2003).

No entanto, a partir da década de 70, verificou-se uma elevada incidéncia de
varios tipos de cancro (especialmente da bexiga e clon) em populacdes que consumiam
dgua tratada com cloro, dando origem a diversos estudos que mostram que o cloro e os
seus subprodutos podiam ser téxicos para a vida aqudtica e ter efeitos negativos na
qualidade da dgua. De fato, a presenca de determinados subprodutos, nomeadamente os
trialometanos, € devida a reagdes quimicas do cloro com compostos organicos presentes

na massa liquida (SILVA et al., 2003).

2.2.2Desinfeccao com agentes fisicos

Podem ser citados como agentes fisicos na desinfec¢do de dguas a fotocatélise
heterogénea, uma das indmeras opc¢des relacionadas aos processos oxidativos avancados
(POA) na desinfeccdao de aguas, principalmente destinadas ao consumo humano, da
radiacdo solar e da irradiacdo com luz de baixo comprimento de onda, ou seja, radiacdao
ultravioleta (UV) (DANIEL, 2001).

E sabido, por exemplo, que a maioria dos processos biolégicos utilizados no
tratamento de esgotos ndo apresenta uma eficiéncia de remoc¢do de patdgenos que
possibilite o enquadramento dos corpos receptores, apds o recebimento dos esgotos
tratados, aos padroes estabelecidos pela legislacdo ambiental. Dessa forma, a desinfeccao
por radiacdo ultravioleta apresenta-se como alternativa para o pds-tratamento desses
efluentes, podendo alcancar elevadas eficiéncias na inativacdo de microorganismos

patogénicos, reduzindo ou até eliminando danos a saide publica (ALVES, 2003).
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A desinfeccio por meio da radiacdo ultravioleta € bastante antiga, porém,
somente a partir da década de quarenta é que se tem noticia de sua aplicagdo para

desinfec¢do de dguas destinadas ao consumo humano (DI BERNARDO, 1993).

2.3Radiacao ultravioleta (UV)

A fonte primdria de radiacdo ultravioleta € o sol, mas também pode ser emitida
por lampadas incandescentes e fluorescentes, solda elétrica, magarico de plasma e
equipamentos a laser. A absorc¢do da radiacdo de comprimento de onda UV pelo 0zdnio
da atmosfera protege a vida na terra. Mesmo assim, os raios ultravioletas que atingem a
superficie da terra t€ém energia suficiente para inativar 0s microorganismos menos

resistentes (DANIEL, 1993).

A radiagdo ultravioleta € uma forma estabelecida, bastante estudada e utilizada e
de crescente aplicagdo como alternativa aos agentes quimicos tradicionais no processo de

desinfeccdo de dguas de abastecimento (MASSCHELEIN, 2002).

O efeito germicida desse tipo de energia foi reportado pela primeira vez por
Downs e Blunt, em 1878 (GOLIMOWSKI e GOLIMOWSKI, 1996). No entanto, sanado
os problemas de confiabilidade de equipamento e de tecnologia, e por tornar-se
competitivo economicamente se comparado a clora¢do, as primeiras instalacdes de
desinfec¢io com radiacio ultravioleta ocorreram em 1955 na Suica e na Austria e em
1985, ambos os paises contavam com aproximadamente 500 e 600 instalagdes,
respectivamente (WRIGTH e CAIRNES, 1998). No Brasil as pesquisas foram iniciadas
em 1977, tendo por objetivo a desinfec¢do de esgotos (CAMPOS e PIZZIRANI, 1977,

DANIEL, 1993).

A radiacdo ultravioleta pertence ao espectro eletromagnético e estd situada na
faixa de 100 a 400nm de comprimento de onda, entre os raios X e a luz visivel

(Figura 2.3).
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Raios Raios Raios X L Luz Infravermelho Microondas Ondas
CcOSMICos gama wvishvel radiais

100nm — 400nm

Figura 2.3 - Espectro eletromagnético.
Fonte: WRIGHT e CAIRNS, 1998.

A subdivisdo da faixa de radiacdo ultravioleta entre os vdrios valores de

comprimento de onda é (WRIGHT e CAIRNS, 1998):

. UV vacuo — 40 a 200nm

.UV C —200 a 280nm
.UVB —280a315nm
.UV A — 315 a 400nm

Harm (1980) afirma que a absor¢do maxima de radiacdo ultravioleta ocorre em
260nm. J4, para Bolton (2000), o comprimento de onda de maior efeito bactericida é o de
254nm, estando, ambas na faixa do UV C. O intervalo de comprimento de onda
compreendido entre 245 e 285nm € considerado a faixa germicida Otima para a

inativacdo de microrganismos.

Segundo DANIEL (2001), normalmente, a radiagdo ultravioleta utilizada para a
inativacdo de microrganismos, é obtida por lampadas de vapor de mercurio ionizado, de
baixa e média pressdo e com diversos valores de poténcia. A interacdo da radiacdo
luminosa com as moléculas é chamada de fotdlise, que provoca uma ruptura das ligacdes

quimicas, fragmentando-as. A luz € composta por fétons, cuja energia, “E”, €

inversamente proporcional ao comprimento de onda (L), da luz (Equagdo 2.1).

hC
E=— _
P (2.1

Onde h: constante de Planck (6,026 x 10-34 Js);
C: velocidade da luz (m/s);

A: comprimento de onda (m).
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Se a absor¢do de um féton por uma molécula promover a fotdlise, o féton deve ter
energia suficiente e superior para romper uma ligacdo especifica ou vérias ligacdes entre
os atomos que compdem a molécula. Esse fendmeno estd relacionado, na maioria das
vezes, a comprimentos de onda na regido do espectro ultravioleta. Compostos que
absorvem radiacdo ultravioleta e apresentam alto rendimento quéntico de fotdlise sdo

susceptiveis a fotodegradacao (DANIEL, 2001).

2.3.1Reatores

Os reatores fotoquimicos, ou camaras de reacdo, disponiveis para sistemas de
desinfeccdo, podem apresentar diferentes configuracdes quanto a sua geometria e
posicionamento da fonte luminosa. As camaras fotoquimicas comumente utilizadas na
desinfeccdo de efluentes podem ser classificadas segundo o posicionamento da lampada
(emersa ou imersa no meio liquido) e a orientagdo da ldmpada (horizontal ou vertical,
isto €, paralela ou perpendicularmente ao fluxo liquido). Na configura¢do horizontal, a
fonte luminosa € ordenada paralelamente a direcdo do fluxo liquido, em relacdo ao seu
eixo, e no modo vertical, perpendicularmente ao fluxo. A camara de dgua ou reator deve
ser projetada de tal forma que assegure que todos os microrganismos recebam uma dose

suficiente de exposicao a luz ultravioleta (BILOTTA, 2006).

Quando os reatores nao sdo bem projetados, visando esse padrdo, alguns raios
ultravioletas sofrem o que se chama “curto-circuito”, ou seja, micrébios passam pela

camara sem receber dose suficiente de luz ultravioleta (TARRAN, 2008).

Segundo Downey et al. (1998) um reator de mistura completa seria indesejavel
para desinfeccdo UV. Sob este tipo de condicdo de fluxo, um volume do liquido pode
entrar no reator € em uma pequena fracdo de tempo sair do sistema sem receber a dose
adequada de UV, enquanto outras parcelas do liquido podem permanecer no reator por
periodos de tempo muito mais longos. Um projeto desejdvel para reatores UV
convencionais € o que trabalha com o fluxo em pistdo, o que permite que cada elemento
do liquido resida no reator pelo mesmo periodo de tempo. No fluxo em pistdo todas as
particulas ao se moverem através do reator recebem uma dose equivalente de radiacdo

em todos os pontos.
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Para um reator cilindrico a intensidade UV varia de ponto a ponto no reator, mas
se a dgua estiver bem misturada radialmente e nao longitudinalmente (nunca alcangado
em reator real) enquanto corre através do reator (comportamento ideal do fluxo em
pistdo), com o tempo todos os elementos do volume recebem a mesma dose média de
UV. Entretanto, se a mistura ndo for eficiente, alguns elementos do volume da dgua
recebem uma dose baixa e outros uma mais elevada. Assim, algumas bactérias ou virus
podem nao receber uma dose suficiente para causar sua completa inativacdo e apds a

passagem através do reator serem capazes de se reproduzir (BOLTON, 2000).

2.3.2Lampadas germicidas

As fontes artificiais mais comuns de radiacdo ultravioleta sdao as lampadas de arco
de mercudrio, que consistem em um bulbo hermético de silica ou quartzo (ambos
transmissores de radiacdo ultravioleta), com as extremidades dotadas de eletrodos de
tungsténio com uma mistura de terra alcalina que facilita a formagdo de arco dentro da
lampada. No interior do tubo ¢é introduzida uma pequena quantidade de merctrio e gas
inerte, geralmente o argdnio. A diferenca de potencial entre os eletrodos produz a
excitacdo dos atomos de mercurio que, ao retornarem ao estado de menor energia,

emitem radiacdo ultravioleta (DANIEL, 2001).

As lampadas de baixa pressdo de vapor de merctrio emitem a maior parte da
radiacdo no comprimento de onda de 253,7nm, mais de 95% do total de emissao de raios
ultravioleta estd no comprimento de onda de 253,7 nm, enquanto as lampadas de média
pressdo de vapor de mercurio emitem energia em comprimento de onda na faixa de 180 a
1370nm. A poténcia das lampadas de média pressdo € muito maior que a das de baixa
pressdo, cuja poténcia de vapor estd entre 15 e 65W. Nessas lampadas, aproximadamente

70% de toda a poténcia emitida € de raios ultravioleta (DANIEL, 2001).

A principal diferenca entre a lampada germicida e a fluorescente é que a
germicida é construida com quartzo, ao passo que a fluorescente é com vidro, com
camada interna de fésforo que converte a luz UV para luz visivel. Colisdes entre elétrons

e atomos de mercurio provocam emissdes de radiacdo ultravioleta, que ndo € visivel ao
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olho humano. Quando esses raios colidem com o fésforo, eles "fluorescem" e se
convertem em luz visivel. O tubo de quartzo transmite 93 % dos raios UV da lampada
enquanto que o vidro representa um escudo contra a radiagdo UV, por permitir uma

transmissao minima da radiacdo (TECHNOLAMP, 2007).

2.3.3Cinética de desinfeccao

Segundo DANIEL (1993) a forma simples de relacio dose-sobrevivéncia é
estabelecida quando a cada aumento de dose reduz-se o nimero de unidades bioldgicas

sobreviventes de uma populacdo por um fator constante, conforme a lei cinética de Chick

(Equacdo 2.2).
”;—];’ — _kIN 2.2)

Integrando a Equacgdo 2.2 temos a Equacao 2.3.

N
In— = —klt
N (2.3)

Onde:

N, e N = Namero inicial de células vidveis (N,) e nimero de células vidveis apds a
irradiacdo (N ), respectivamente (UFC/mL);

k = constante de inativagdo para cinética de 1* ordem (cm*mWs);

I = Intensidade de radiacdo (mW/cm?);

! = tempo de exposi¢do a radiagdo UV (s).

A equagdo € a expressdo tedrica padrdo que permite prever a sobrevivéncia de
microrganismos irradiados com ultravioleta. Esta equag¢do tem como hipdteses basicas

que (HARM, 1980):
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- a absor¢do da radiagdo ultravioleta pelo meio em suspensao € desprezivel. Considera-se
que a intensidade desta radiacdo € constante em toda a extensdo da camada liquida e que
o regime de escoamento € a pistdo ou a camara de desinfeccdo opera como um reator em

batelada;
- Uma unica lesdo € suficiente para inativar o microrganismo;

- O ndmero de lesdes produzidas no volume alvo é diretamente proporcional a dose

aplicada e sua distribuicao entre os microrganismos € aleatdria;

- A populagdo é homogénea em relag@o a sensibilidade dos microrganismos pela radiacdo

ultravioleta.

As condicdes impostas para a validacdo da equacdo ndo sdo satisfeitas em
sistemas reais. O desvio do regime em relacdo ao escoamento a pistdo ideal, a absorcao
da radiagdo pelo meio, no qual se encontram os microrganismos, ¢ a diversidade de
espécies impdem a necessidade de se corrigir esta equagao.

MOROWITZ, apud DANIEL (1993) considerando o efeito da absorg¢do,
substituiu a intensidade de radiacdo ultravioleta, I, na equacdo por um valor médio

calculado a partir da lei de Lambert (Equacdo 2.4):

N =(N,)exp{—ktl,[1-exp(—a,L))/a,L]} (2.4)

Onde:

I, = intensidade de radiagdo na superficie irradiada (mW / cm?)
I,, = intensidade média de radia¢io na lamina liquida de espessura L (mW / cm?);
a, = coeficiente de exting¢do (base €) (cm™);

L = espessura da 1amina liquida (cm).
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2.3.4Dose de radiacao

A dose de radiacdo UV necessdria para inativar organismos patogé€nicos &
semelhante aquela necessdria para promover o mesmo efeito nas bactérias usualmente
utilizadas como indicadoras de qualidade da &4gua. Assim, para a inativacdo de
patogénicos, as doses de radiagdo ultravioleta necessarias, usadas como parametro para o
grupo coliforme, podem ser mais efetivas do que a cloracdo no processo de desinfeccao

(SCHABAN et al., 1997).

A dose de radiacdo ultravioleta € o produto da intensidade de radiagdo pelo tempo
de exposic¢ao, apresentada na Equagao 2.5. De acordo com a Equacdo 2.5, ressalta-se que
a inativacdo de um ndmero fixo de microrganismos pode ser alcangada em curto
intervalo de tempo e alta intensidade ou em tempo longo e baixa intensidade, ou seja, a

dose € mantida constante.

D=1It (2.5)

Onde:
D = dose de radiacdo ultravioleta (mW.s / cm?);
I =intensidade de radia¢io (mW/ cm?);

! =tempo de exposi¢ao (s).

A fracdo de sobrevivéncia é dada pela Equagao 2.6:

N
N—o = f(D) (2.6)

Onde:

f (D)= funcio da dose.
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As duas equacdes sugerem que a intensidade e o tempo de exposi¢cdo podem ser
variados reciprocamente para obtencdo de uma mesma fracdo de sobrevivéncia

(QUALLS e JOHNSON, 1985).

A intensidade de radiacio pode ser determinada por radiometria ou por
actinometria. A utilizacdo de radiometria exige que sejam feitas medi¢des em diferentes
pontos do reator, para se obter a intensidade média. O equipamento € provido de sensor
especifico para o comprimento de onda de interesse, normalmente 254nm. O método
actinométrico utiliza-se de reacdes fotoquimicas para avaliar a intensidade de radiacdo.
Os produtos quimicos utilizados sdo padronizados, conhecendo-se o rendimento
quantico, ou seja, a quantidade de produto formado por quantidade de radiagcdo absorvida
(mol de produto/Einstein) sendo que 1 Einstein é igual a 1 mol de fétons. E aplicavel a
reatores pequenos, de preferéncia em batelada ou sem escoamento, por motivos
operacionais e econdmicos. O ferrioxalato de potdssio € o actindmetro de uso mais

comum (HARRIS et al., 1987).

Hé também a possibilidade de utilizacdo de bioensaios, em que se adiciona a dgua
concentracdo conhecida de microrganismos desenvolvidos em cultura pura, com resposta
conhecida a radiacdo ultravioleta. Conhecendo-se o tempo de exposicdo e as
concentracdes de microrganismos vidveis antes e depois da irradiacao, € possivel calcular

qual a dose recebida (CHERCHINARO et al., 2001).

Em reatores continuos, uma particula pode ser submetida a vérias intensidades de

radiacdo durante o periodo de exposicao.

A dose que uma particula recebe durante um pequeno intervalo de tempo € I.dt e

para o periodo total considerado € dada pela Equacao 2.7.

Dose, = Ldi 2.7)
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Os limites dessa integral sdo t, como limite de tempo maximo de exposi¢cdo, e
zero, como limite minimo, que corresponde ao inicio da desinfec¢do. O indice w refere-
se a frac@o de distribuicdo de intensidades médias no tempo de exposicdo. A intensidade
média a qual a particula € submetida em relacdo ao periodo de exposi¢cao € definida pela

Equacao 2.8.

1 ¢
1=~ jo Ldt (2.8)

Entdo, pelas Equagdes 2.5, 2.6 e 2.8, a dose recebida por uma particula é:

Dose,, =1t (2.9)

Ou seja, a dose que uma particula é submetida pode ser expressa pela média da
variacdo da intensidade durante o tempo de exposi¢ao, multiplicada pelo tempo que a
particula permanece dentro do reator, entdo, a Equacdo 2.9 é uma conseqiiéncia de
efeitos reciprocos bem estabelecidos da intensidade e do tempo de exposi¢do (QUALLS

e JOHNSON, 1985).

A energia especifica necessdria para alcancar a destruicdo total ou parcial dos
microrganismos varia de acordo com a qualidade fisico-quimica da dgua a ser tratada e
da sensibilidade dos organismos a radiacdo UV. A resisténcia dos microrganismos a
radiacdo ultravioleta varia bastante. Os microrganismos t€m sido classificados na
seguinte ordem de resisténcia a desinfeccao por UV: Bactéria < virus < fungos < esporos

< cistos (BURCH e THOMAS, 1998).

A Tabela 2.3 apresenta a dose de radiag¢do ultravioleta (mWs/cm?) requerida para

destruir 99% de diferentes microrganismos.
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Tabela 2.3 - Dose de radiacao necessdria para se obter eficiéncia de desinfec¢ao de 99%
de inativacdo de varios organismos (mWs/cm? em 254 nm).

Microrganismo Dose de Microrganismo Dose de
Radiacao Radiacao
(mWs/cm?) (mWs/cm?)
Bactérias Esporos
Bacillus anthracis 8,7 Aspergillus flavus 99,0
B. subtilis (esporos) 22,0 Aspergillus niger 330,0
B. subtilis (vegetativo) 11,0 Mucor racemosus A 35,2
Clostridium tetani 22,0 Mucor racemosus B 35,2
Corynebacterium 6,5 Oospora lactis 11,0
diphtheria
Escherichia coli 6.6 Penicillium digitatum 88,0
Legionella pneumophila 2,8 Penicillium expansum 22,0
Mycobacterium 26,4 Penicillium roqueforti 26,4
tuberculosis
Pseudomonas aeruginosa 10,0 Rhizopus nigricans 220,0
Salmonella enteritidis 7,6 Fungos
Sarcina lutea 10,5 Fungos de pao 8.8
Shigella dysenteriae 4,2 Fungos de cerveja 6.6
(disenteria)
Shigella flexneri 3.4 Fungos comuns 13,2
(paradysenteriae) de bolo
Shigella sonnei 5,0 Saccharomyces cerevisiae 13,2
Staphylococcus aureus 6,6 Saccharomyces sp. 17,6
Vibrio cholerae 6,5 Algas/Protozoarios
Virus Verde-Azul 600,0
Virus influenza 6,6 Chlorella vulgaris (alga) 22,0
Virus da pliomelitis 14,0 Cryptosporidium parvum 120,0
Rotavirus 15,0-40,0  Ovos de nematdides 92,0
Paramecium 200,0

Fonte: Modificada de Edstrom Industries (2003) e Wright e Cairns (1998).

2.3.5Limitacoes na utilizacao da radiacao UV

Segundo recomendagdes da Edstrom Industries Inc. (2003) alguns fatores que
devem ser considerados para uma desinfeccdo com UV na dgua estdo apresentados na
Tabela 2.4. Estes fatores estdo relacionados principalmente com a exposi¢do dos
contaminantes na dgua e a transmissao eficiente de UV para uma ativagao adequada. Os

problemas incluem o sombreamento em que os contaminantes pequenos sdao ofuscados
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por outros contaminantes presentes na dgua, incrustacdo ou descoloracdao do tubo de

quartzo, intensidade da lampada e fluxos inadequados (TECHNOLAMP, 2007).

Tabela 2.4 - Niveis mdximos de contaminantes recomendados para o tratamento de dgua
por radiacdao UV.

Contaminantes Nivel maximo recomendado
Turbidez 5NTU

Sélidos suspensos 10mg/L

Cor Nenhum*

Ferro 0,3mg/L
Manganés 0,05 mg/L

pH 6,5-9,5

Dureza < que 6mg/L. CaCO:;

* A cor da dgua ndo afeta a desinfecc¢ao por UV.

Fonte: Edstrom Industries Inc. (2003).

Um problema real associado ao uso de fotorreatores no tratamento de esgoto, por
exemplo, € a baixa penetracdo de luz devido ao alto teor de material organico, o que
acarreta um comprometimento da eficiéncia deste processo. Tal problema tem sido
apontado como o mais forte argumento contra a implantacdo e uso da radiagcdo
ultravioleta no tratamento destes efluentes. Entretanto, o recente desenvolvimento de
novas tecnologias, voltadas para o tratamento de esgotos, tem resultado em substancial

diminuic¢ao de residuos organicos contidos nos efluentes (VON SPERLING, 1996).

A penetragdo da luz na 4gua € dificultada por particulas em suspensdo, matéria
organica e inorgéanica que provocam a difusdo e absor¢do da luz. O parametro turbidez €
o resultado deste fendmeno. Substincias como metais, agrotéxicos e organismos
patogénicos podem estar adsorvidos as particulas argilosas e comprometer, desde a
limpidez da 4gua para consumo humano, até a qualidade do produto final em uma

industria (LAURENTI, 1997).

No entanto, segundo Cherchinaro et al. (2001) fatores fisico-quimicos como pH,
temperatura, alcalinidade e carbono inorganico nao afetam a inativagdo de

microrganismos por radiacao ultravioleta.
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A desinfeccdo com UV € mais efetiva para 4guas com turbidez de pequeno valor,
devido a necessidade de penetragdao da luz no meio, portanto a qualidade da dgua a ser
tratada é um importante fator na utilizacdo deste processo. Se a dose de radiacio UV
utilizada ndo for letal, uma parcela dos microrganismos inativados pode ser recuperada
sob irradiacdo de luz na faixa do visivel. Portanto, a dose correta de UV € uma varidvel

importante para o dimensionamento de instalacdes de desinfeccao (DANIEL, 2001).

Ao longo de seu processo evolutivo, os microrganismos desenvolveram
mecanismos bioquimicos proprios capazes de regenerar células lesadas quando fornecida
energia particularmente entre 310 e 490nm. O fendmeno descoberto por Kelner e
Dulbecco em 1949 é conhecido como fotorreativagdo. O processo pode apresentar
algumas variacoes dependendo da estrutura bioquimica atingida e do grau de

comprometimento da lesdo sofrida (PELCZAR et al., 1996).

2.3.6Mecanismos de inativacao

O mecanismo de desinfeccdo por UV ocorre devido a absor¢do da radiagao pelas
proteinas e pelos dcidos nucléicos RNA e DNA. A absor¢ao de altas doses de UV pelas
proteinas presentes nas membranas celulares leva ao rompimento dessas membranas e,
conseqiientemente, a morte da célula. Porém, a absor¢do de pequenas doses de radiacdao
ultravioleta pelo DNA pode interromper a habilidade do microrganismo de se reproduzir,

impedindo-o de contaminar o meio (SKOOG et al., 1994).

Os raios ultravioleta sdo absorvidos por algumas moléculas presentes no DNA,
como as purinas e as pirimidinas, que se tornam mais reativa. A absorcdo maxima de UV
pelo DNA ocorre em 260nm, sugerindo que a inativacdo pela radiacdo € mediada pela
absor¢do direta de purinas e pirimidinas pelas moléculas, levando a formacao de dimeros
e hidratos. A absorcdo de radiacdo ultravioleta por bases nitrogenadas adjacentes pode
resultar na formacdo de dimeros, como citosina-citosina, adenina-adenina e timina-
timina. A timina, por ter a estrutura mais simples das bases nitrogenadas, é a que
apresenta maior formacao de dimeros, os quais mudam a estrutura do DNA impedindo a
reproducdo do microrganismo. Esse é o mecanismo fundamental da desinfeccio UV. A

Figura 2.4 apresenta este mecanismo (DANIEL, 2001).
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Figura 2.4 - Dimerizagao fotoquimica de duas bases timina.

Fonte: DANIEL (2001).

O DNA € um polimero de acido nucléico, constituido por uma seqiiéncia de
quatro bases nitrogenadas (adenina, citosina, guanina e timina) que constituem o c6digo
genético. Essas bases formam as chamadas bases emparelhadas (por exemplo, adenina
com timina e citosina com guanina), ligadas por pontes de hidrogénio. Sao essas ligacdes
que fazem com que as duas fitas do DNA permanecam ligadas. Essa estrutura do DNA ¢é

conhecida como dupla hélice (PELCZAR et al., 1996).

2.3.7Aplicacoes da radiacao ultravioleta

Muitas pesquisas foram feitas no Brasil e em outros paises, buscando consolidar
tecnologias e parametros que viabilizem o uso da fotocatdlise, visando a uma maior
adequacdo e otimizacdo do processo para a utilizacdo eficaz deste no atendimento a

populacdo, tanto no ambito industrial como no de satude publica (DANIEL, 2001).

Na drea da industria alimenticia, por exemplo, o trabalho de Walkling-Ribeiro et
al. (2008) mostrou que quando suco de maca foi inoculado com Staphylococcus aureus
(SST 2.4) e tratado por radiacdo ultravioleta seguido de pré-aquecimento e pulsos de
campos elétricos apresentou menor quantidade de microrganismos quando comparado

com o tratamento convencional de pasteurizacdo.

Na drea ambiental um estudo realizado com processos oxidativos avangados
UV/TiO,/Os, UV/O5; e UV/TiO, na degradacdo do inseticida dimetil 2,2,2-tricloro-1-
hidroxietilfosfato (DEP) e das substancias dcido monocloroacético e fenol, concluiram
que o processo UV/TiO,/O; foi o mais répido para degradar e para eliminar o carbono

organico total das respectivas solugdes (TANAKA et al., 1996).
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Hirvonen et al. (1996) também fizeram uma comparacido entre dois métodos
oxidativos avancados (UV/H,0O,, Os/H,0,) para reducdo de tricloroetileno (TCE) e
tetracloroetileno (PCE), compostos contaminantes que tém sido detectados em agua
potavel. Os pesquisadores comprovaram que utilizando os processos oxidativos
avancados ocorre um alto nivel de redu¢do dos compostos TCE (96%) e PCE (92%) pelo
método Os/H,O,, TCE (98%) e PCE (93%) pelo método UV/H,0,.

Durante o processo fotocatalitico, a geracdo de espécies oxidantes diminui o
tempo de vida da bactéria, portanto é preciso determinar o tempo necessdrio para
completar a reacao de desinfeccdo da dgua, além de verificar se ndo ocorre recrescimento
microbiano apds o término do processo. Durante a inibi¢do de E. coli, por exemplo, apds
24 horas a desinfec¢do ocorreu crescimento bacteriano, o qual foi mais acentuado na
fotdlise que na fotocatdlise heterogénea na combinacao UV/TiO, (MONTAGNER et al,
2005).

Sa Silva et al. (2003) ao avaliarem a radiacdo ultravioleta no controle de
microrganismos (Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli k12) aderidos
em filme de polietileno de baixa densidade (PEBD) utilizaram uma intensidade de
radia¢do ultravioleta de 196 uW/cm? a 254 nm, durante 2 segundos. Concluiram que a
radiacdo UV € uma técnica ttil na reducdo da microbiota aderida a superficie de filmes

de PEBD.

Métodos para a remogdo da cor das dguas de rejeito t€ém recebido enorme atencao
nos dltimos anos. As principais técnicas disponiveis na literatura para descoloragdo das
dguas de rejeito envolvem principalmente processos de adsor¢do, precipitagao,
degradacdo quimica, eletroquimica e fotoquimica, biodegradacdo e outros. Porém, o
método de degradacdo, baseado em reagdes fotoquimicas, tem se mostrado importante
como etapa primdria na degradacdo de alguns corantes, uma vez que 0Os corantes
sintéticos apresentam, em principio, alta estabilidade quando submetidos a luz visivel ou

ultravioleta (GUARATINI e ZANONI, 2000).
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Deng et al. (2000) buscando o aumento na eficiéncia dos processos de
remediacdo estudaram a descoloracdo de uma série de corantes em solucdo aquosa,
utilizando a associa¢do entre tratamentos com Fe’ e com radiagdo UV. Os experimentos
foram conduzidos em diferentes condi¢cdes: emprego de UV de forma isolada e
combinag¢io dos métodos (UV/Fe®). Os resultados obtidos mostraram que a descoloragio
fotoquimica (UV) ndo foi significativa, com degradagdes inferiores a 5%. Entretanto, a
combina¢do entre Fe’ e o processo com UV apresentou um efeito sinergético
significativo, aumentando a eficiéncia na descoloracdo dos diferentes corantes em até

10%.

Souza et al. (2000) realizaram experimentos de desinfeccdo de dgua contendo
como indicador a bactéria Escherichia coli em concentragdes conhecidas e concluiram
que a desinfec¢do com radiacdo ultravioleta € afetada principalmente pela presenca de
particulas em suspensdo e substdncias quimicas dissolvidas (compostos organicos e
inorganicos) que interferem na transmissdo da luz ultravioleta. Provavelmente essas
particulas dificultam a incidéncia da luz UV nos microrganismos. Isso pode ser explicado
pelo fato de que essas particulas e substancias encontram-se muitas vezes entre a fonte de
emissdo de radiacdo e os microrganismos, ou ainda agregadas as mesmas, formando uma
espécie de “barreira” que diminui a eficiéncia da desinfec¢do. Nos experimentos
utilizando 4gua com cor de 5,0 uC e turbidez de 2,0 uT, 99,99 de E. coli foram inativadas
em 20s. J4a, para o experimento com cor de 20uC e turbidez de 50uT este tempo

aumentou para 120s e os autores obtiveram 99,97% de inativacdo da E. coli.

Souza (2000) fez uma comparacdo da eficiéncia da radiacdo ultravioleta na
inativacdo de E. coli, Colifagos e Clostridium perfringens utilizando uma agua com
turbidez de 2 NTU e verificou que com doses de 2,46, 9,84 ¢ 19,68 mWs/cm? a eficiéncia
(%) para E. coli, Colifagos e Clostridium perfringens foi de 99,976, 99,99 e > 99,99%,
respectivamente. No entanto, quando utilizou dgua com 50 UNT de turbidez e doses de
3,48, 6,96 ¢ 10,44 mWs/cm® as eficiéncias foram de 53,27, 92,5 € 99,7% para E.coli,

colifagos e Clostridium perfringens, respectivamente.
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Experimentos realizados por Bilotta e Daniel (2006) com E. coli, mostraram que
ha pouca diferenca na efici€ncia de inativa¢do proporcionada pela radiacdo ultravioleta
mesmo com a influéncia de sélidos suspensos totais (SST). Utilizando amostras com 21
mg/L e com 135mg/L de SST, a eficiéncia de inativacdo foi de 100% e 99,0%,

respectivamente, ap6s 120s de tempo de contato.

Aguiar et al. (2002) avaliou a aplicacdo de um sistema baseado no emprego de
radiacdo ultravioleta (UV) na desinfeccdo de dguas com cor e turbidez moderadas.
Realizaram-se ensaios em regime de bateladas, em um reator de 2 L de volume,
empregando-se dois tipos de d4gua sintética contaminadas com Escherichia coli
proveniente de cepa isolada de dgua, em concentracdes de 102 a 10’ NMP/100mL e
submetidas a exposicdo UV por tempos de contato de 1, 3 e 5 minutos. Os ensaios
realizados resultaram em inativagdo completa dos microrganismos nos ensaios com

tempos de contato iguais a 3 € 5 minutos.

Oliveira (2003) realizou um trabalho que teve como objetivo avaliar a capacidade
de desinfec¢do da radiacdo ultravioleta em efluentes domésticos. Foram avaliadas as
remogOes de Coliformes totais, Escherichia coli, ovos de helmintos e cistos de
protozoadrios. Na realizagao dos ensaios utilizou-se um colimador UV e um reator UV de
lampadas emersas. Apds a aplica¢do de doses UV que variaram de 10 a 100mWs/cm?
observou-se que, com uma dose superficial de 40 a 60 mWs/cm? a radiagdo ultravioleta
alcancou resultados de remocao de coliformes acima de 4 casa logaritmicas. Observou-se
que a eficiéncia de inativacdo foi insignificante nos ensaios com ovos de helmintos
(Ascaris lunbricoides e Trichuris trichiura) utilizando-se doses de até 100mWs/cm?.
Segundo o autor, apds o tratamento por radiacio UV a 30mWs/cm?, o efluente da esta¢io
insular (lodo ativado) alcangou uma qualidade microbioldgica que permite sua utilizacdo
em irrigacao irrestrita de acordo com as recomendacdes da OMS (Organizagdo Mundial
da Saude).

No trabalho de Cipriano (2004) dgua de chuva, captada de telhado, foi tratada
utilizando-se um sistema com meio filtrante composto por areia e apds um tratamento
por radiacdo ultravioleta em reator. O autor reporta que apds a passagem da dgua pelo
meio filtrante, aplicando uma dose de 1200mWs/cm?, alcancou 100% de inativagdo dos

coliforme totais presentes na amostra inicial de dgua de chuva.
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Amaral et al. (2006) avaliaram a efici€éncia da exposicdo a radiacdo ultravioleta
solar (natural) na desinfeccio de &dgua. Amostras de dgua de pogos rasos foram
acondicionadas em garrafas “PET” (poli-tereftalato de etileno) de 2 L e expostas ao sol
por 2, 5 e 12 horas. Antes e apds a exposicdo das amostras a radiacdo solar, foi
determinada a quantidade de coliformes totais, Escherichia coli e microrganismos
mesofilos, através do método NMP (nimero mais provével). Foi avaliado, ainda, se havia
recrescimento bacteriano apds 72h da exposi¢do ao sol em amostras protegidas da acdo
da luz solar. Os resultados obtidos evidenciaram que a radiacdo solar foi eficaz na
desinfeccdo da d4gua com reducdes, apos 12h de exposicdo, de 98,2%, 99.9% e 100% nos
nimeros de microrganismos mesoéfilos, coliformes totais e E. coli, respectivamente. Foi
verificada, também, a auséncia de recrescimento de todos os microrganismos
pesquisados. Os autores sugerem que a exposi¢do a radiacdo ultravioleta solar da dgua de

consumo humano, acondicionada em garrafas “PET” pode ser utilizada para diminuir o

risco de enfermidades de veiculagao hidrica.
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Capitulo 3
Material e Métodos

3.1Microrganismos e manutencao

Os microrganismos utilizados nos experimento foram a bactéria Escherichia
coli CCT 1371 obtida da Colecao de Culturas Tropicais da Fundag¢do “André Toselo”
(Campinas — SP) e a levedura Saccharomyces cerevisiae de panificacdo (comercial).

Escherichia coli foi utilizada por ser um microrganismo indicador de qualidade
de dgua vastamente estudado. Ja, Saccharomyces cerevisiae foi escolhida por ser de fécil
aquisi¢do e por necessitar maior dosagem de UV (13,2 mWs/cm?), para inativar 99% de
células (Tabela 2.3), que a bactéria E. coli que necessita apenas a metade desta dose

(6,6mWs/cm?). A Figura 3.5 mostra células de S. cerevisiae.

Figura 3.5 - Saccharomyces cerevisiae vista em microscopio eletronico de varredura.

Fonte: BR-Business (2008).
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Escherichia coli foi mantida em meio NA (“Nutrient Agar”) e S. cerevisiae em

meio YMA (“Yeast Malt Agar”), a 4°C e os repiques foram realizados mensalmente.
3.2Meios de cultivo

Para a manutencdo e a contagem de células vidveis de E. coli o meio NA (5,0
g/L. de peptona; 3,0 g/L de extrato de carne e 15 g/L de agar) foi utilizado e para a
manutencao e a contagem de células vidveis de S. cerevisie o meio utilizado foi o YMA
(3,0 g/LL de extrato de levedura, 3,0 g/L de extrato de malte, 5,0 g/L de peptona; 10,0 g/L.
de glicose e 15 g/L de 4gar).

Para a producdo dos microrganismos em meio liquido os mesmos meios, NA e
YMA, foram utilizados, sem a adicdo de dgar. Assim o meio NA foi chamado de NB

(“Nutriente Broth”) e o meio YMA de YM (“Yeast Malt™).
3.3Curva de calibracao para os microrganismos

Escherichia coli foi cultivada em frascos Erlenmeyer de 250mL contendo
100mL de meio NB, esterilizados a 121°C por 15 minutos, e incubadas estaticamente por
24 horas a 37°C. Saccharomyces cerevisie foi cultivada em frasco Erlenmeyer de 250mL

contendo 100mL de meio YM e incubada estaticamente a 30°C por 24 horas.

40 mL de cada cultura foram coletados em tubo Falcon e centrifugados
(centrifuga Sigma 4K10, rotor n° 12.166) por 5 minutos a 12000 min". O sobrenadante
foi desprezado e as células lavadas e centrifugadas novamente com dgua destilada. As
células foram ressuspensas em dgua destilada e transferidas para cadinhos de porcelana,
previamente secos em estufa a 90°C e pesados em balanca analitica até massa constante.
Os cadinhos contendo a massas celulares foram secos por 24h a 90°C. Apés este periodo,
os cadinhos foram colocados em dessecador contendo cristais de silica, por 20 minutos,
para resfriamento. Foram, entdo, pesados em balanca analitica e recolocados na estufa,

sendo esta operagdo repetida até a obtencdo de massa constante (WISBECK, 1995).

Uma vez conhecidos o volume e a massa de células, esta ultima obtida pela
Equacgao 3.10, determinou-se a concentragdo celular na suspensdo original em g/L. Este

procedimento foi realizado em duplicata.
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_ Mc—Mpy
\%

C (3.10)

Onde:

C - concentracdo celular (g/L)
Mc — massa do cadinho com células (g)
My — massa do cadinho vazio (g)

V — volume de meio de cultura utilizado (L).

Em paralelo foi executada a medida da absorbéancia de suspensdes celulares em
diferentes diluicdes, a fim de encontrar uma relagdo entre estes valores e as respectivas

concentracdes celulares. O procedimento foi:

. mediu-se o valor da absorbancia de cada suspensdo original a 460nm;
. a partir da suspensao original foram preparadas dilui¢des de 1:10, 2:10, 3:10, ...
até 9:10;

. a absorbancia (460nm) de cada dilui¢do foi medida.

Com base nas absorbancias das dilui¢des e na concentragcao celular ja conhecida
da suspensdo original, foi construida uma curva de -calibragdo, relacionando a
absorbancia com a concentragdo celular, e definida uma equacdo matemdtica que a

descrevesse (WISBECK,1995), que € do tipo reta (Equacgao 3.11):

abs =aC+b (3.11)

Onde :

abs — absorbancia (460nm)
C — concentracdo celular (g/L)
a — coeficiente angular da reta

b — coeficiente linear da reta.
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No apéndice 1 sdo apresentadas as curvas de calibracdo para E. coli e S.

cerevisiae.

3.4Preparo das amostras

Os microrganismos foram cultivados nas condi¢des descritas na Secao 3.3. Para a
obtencdo da concentracdo inicial de E. coli e S. cerevisiae utilizou-se a Equacdo 3.11. O
valor da absorbancia (460nm) da cultura de células, ap6s 24 horas, foi utilizado na

Equacgao 3.11 e encontrou-se o valor da concentracao celular.

De posse desta informacao, utilizou-se a Equacdo 3.12 para realizar a dilui¢do
necessdria e obter-se a concentracao desejada (0,01 e 0,1g/L). A concentragdo de 0,01g/L
foi definida de acordo com a literatura (EDSTROM INDUSTRIES INC., 2003,
DANIEL, 2001) que diz que para obter-se maior eficiéncia de inativacdo em reatores
com radiacdo ultravioleta a concentragdo dos sdlidos em suspensdo deve ser de até
10mg/L. Considerando que nas amostras as células sejam as Unicas particulas na dgua, a
concentracdo maxima de microrganismos, vidveis ou ndo, deve ser, entdo, de
aproximadamente 0,01g/L. A concentracdo de 0,1g/L, 10 vezes maior, foi utilizada para

avaliar a eficiéncia do reator em situa¢do extrema.

Ci
D=—: 3.12
Cf ( )
Onde:
D - diluicao

Ci — concentracao celular inicial (g/L)

Cf — concentracio celular final (g/L).

Apés a realizacdo da diluicdo, para obtencdo de 3L de amostra, novamente
mediu-se a absorbancia (460nm) e este valor foi substituido na Equagdo 3.11 para
verificagdo da concentracdo alcancada. Uma vez tendo-se a amostra na concentragio
desejada o valor do pH foi medido. Uma fracdo desta amostra foi utilizada para a
contagem do ndmero inicial de células vidveis (Ny) em UFC (Unidade Formadora de

Colonia).
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3.5Dados do reator fotorreativo utilizado

Volume: 2,5L

Reator em aco inoxiddvel 316 modelo UV-0136-02.
Poténcia da lampada UV: 30W (uma lampada submersa)
Comprimento da camara: 90cm

Diametro da cAmara: 7,6cm

Diametro das conexdes de entrada e saida: 3,8cm
Dosagem mdxima de UV emitida: 30.000 mWs/cm?

Vazao: até 2L/h.

A Figura 3.6 apresenta reator fotorreativo utilizado.

Figura 3.2 — Reator fotorreativo em aco inox utilizado nos experimentos.

3.6Condicoes de operacao

O reator utilizado foi projetado para operar em regime continuo, no entanto, por
tratar-se de estudos iniciais sobre a eficiéncia de desinfeccdo de dguas por UV neste

reator, optou-se operar em regime batelada.



Capitulo 3: Material e Métodos 49

O volume (3L) de amostra, preparada conforme Se¢do 3.4 foi acondicionado em
frasco Duran de 5L, previamente esterilizado a 121°C por 20 minutos. Com o auxilio de
uma bomba peristéltica a amostra foi transferida para o interior do reator, sendo que as

mangueiras da bomba haviam sido tratadas assepticamente com etanol 70%.

Ap6s preencher o reator com a amostra, a lampada UV foi ligada por 30, 60 ou
120 segundos, dependendo do experimento. Apds o tempo de exposi¢do, a luz foi
desligada e toda a amostra contida no reator foi retirada em condigdes assépticas
utilizando-se chama junto a mangueira de saida do reator sendo que o recipiente coletor
estava previamente esterilizado. A amostra foi homogeneizada e uma fragao foi utilizada
para a contagem do numero de células vidveis (N) em UFC (Unidade Formadora de

Colonia). A Figura 3.7 mostra um esquema da alimentagdo e descarga do reator.

(@ k)

n f n B 1 - Reator de 250

% — Painel do reator com interuptor da ldmpada U
3 - LAmpada Uvde 30W

4 — Bomba periztattica para alimentagde

& — Recipiente com amostra
- 2 B — Pquecimento com chama
T — Recipianta esterilizado par@ coletar a amosta

Figura 3.7 - Esquema da alimentacdo da amostra no reator (a) e da descarga do reator (b).

3.6.1Tratamento das amostras

As amostras foram tratadas por radiacao ultravioleta (UV) segundo planejamentos
experimentais (a) e (b), utilizando-se dois fatores (varidveis) em dois niveis (2%),
apresentados na Tabela 3.5. Os planejamentos experimentais foram elaborados segundo

Barros Neto et al. (1996). Todos os experimentos foram realizados em duplicata.
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Tabela 3.5 - Planejamentos experimentais (a e b) dos experimentos variando-se o tempo
de exposicdo (s) e a concentracdo celular (g/L). Os indices () e (+) indicam o nivel de
cada fator como inferior e superior, respectivamente.

(a) Fatores Niveis
- +
Tempo de exposicao (s) 30 60
Concentragdo celular (g/L) 0,01 0,1
Experimentos Tempo Concentracao celular
01 - -
02 - +
03 + -
04 + +
(b) Fatores Niveis
- +
Tempo de exposicao (s) 60 120
Concentragdo celular (g/L) 0,01 0,1
Experimentos Tempo Concentracao celular
01 - -
02 - +
03 + -
04 + +

Apds a definicio da condi¢do ideal para obtencdo de maior percentual de
inativacdo das células em menor tempo, esta condicdo foi utilizada nos experimentos
para avaliar se a dose foi letal. Estes experimentos consistiram na anélise de amostras de
dgua contendo E. coli ou S. cerevisiae imediatamente apés o tempo de exposicdo a

radiacdo UV e apds 24 e 96h a exposi¢ao.

Para tanto, amostras de dgua tratada foram armazenadas em garrafas de Durdn de
250mL (100mL por garrafa). As garrafas foram esterilizadas previamente. Estas amostras

foram protegidas da luz solar e mantidas em temperatura ambiente por 24 e 96h.

O nimero inicial de células vidveis e o nimero de células vidveis apds o
tratamento, bem como o numero de células das amostras estocadas, foram obtidos

conforme Se¢do 3.7.4.
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3.7Analises

As andlises de ferro, manganés e dureza, interferentes no tratamento de agua por
radiacio UV (Tabela 2.4), ndo foram realizadas, uma vez que as amostras foram
preparadas em laboratdrio a partir de dgua destilada. O valor de sélidos suspensos foi
considerado o préprio valor de concentracdo celular, j4 que nas amostras os Unicos

s6lidos em suspensdo eram os microrganismos adicionados.

3.7.1pH

O valor do pH das amostras nas concentragdes de 0,01 e 0,1 g/LL de E. coli e
de S. cerevisiae, preparadas conforme descrito no Secdo 3.4, foi medido em pHmetro de

bancada imediatamente apds o preparo das referidas amostras.

3.7.2Temperatura

A temperatura das amostras nas concentracdes de 0,01 e 0,1 g/ de E. coli e
de S. cerevisiae, preparadas conforme descrito no Secdo 3.4, foi medida através de

termOmetro de merctrio (0-100°C) antes da sua introdug@o no reator.

3.7.3Turbidez

A turbidez € uma propriedade Optica da amostra, que resulta da absorcdo e
refracdo da luz pelas particulas da amostra. A leitura da turbidez depende do tamanho,
forma, cor e propriedades refrativas das particulas. A turbidez inicial foi medida através
do método de leitura automdtica (auto-range) por um turbidimetro modelo 2100P —

HACH, em unidades nefelométricas de turbidez (NTU).

3.7.4Contagem de células viaveis

O ntmero inicial de células vidveis (Ny) das amostras antes da exposi¢do a
radiacdo UV e o nimero de células vidveis (N) das amostras apds a exposicao a radiacao
UV foram obtidos pelo método de contagem em placa de células vidveis (SIQUEIRA,

1995).
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Em tubo de ensaio contendo 9mL de solucdo salina (0,9%) foi adicionado 1 mL
de amostra (dilui¢do 1:10 ou 10™7); do tubo de diluigdo 10!, tomou-se 1 mL da amostra e
transferiu-se para um novo tubo de ensaio com 9 mL de solucdo salina esterilizada

(dilui¢do 1:100 ou 10?) e assim sucessivamente até dilui¢do 10 (Figura 3.8).

ApOs realizadas as diluicoes, retirou-se 0,1 mL de cada uma das dilui¢Ges
inoculando, em duplicata, placas de Petri contendo meios de cultivo, adequados a cada
microrganismo, conforme descrito na Se¢do 3.2. A inoculagdo foi feita com algca de
Drigalsky (plaqueamento em superficie) em cimara de fluxo laminar, a fim de manter o

ambiente livre de contaminagdes.

Il lmL Lenl. lenl.

Oml. Oml. Oml. Oml. ImL

10 10 107 10 100

Figura 3.8 — Esquema de dilui¢des e plaqueamento.

As placas inoculadas ficaram 24 horas em estufa a 37 °C para E. coli e a 30°C
para S. cerevisiae e a contagem de colonias de cada placa foi realizada. Para fins
estatisticos, placas contendo entre 30 e 300 coldnias, foram consideradas para o cédlculo
de UFC (Unidade Formadora de Colonia)/mL. O calculo de UFC/mL foi realizado

conforme Equagao 3.13.

UFC Nxd
mL \%

(3.13)
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Onde:

UFC - Unidade Formadora de Colonia

N —ndmero de coldnias na placa considerada
d —dilui¢do da placa considerada

V — volume de amostra inoculada (0,1mL).

Apés o tratamento da dgua com UV e contagem das células vidveis, foram
separados em trés frascos Duran de 250mL, previamente esterilizados, 300mL de
amostra, 100mL em cada frasco. Os frascos foram armazenados em local arejado a
temperatura ambiente e a apds 24 e 96h a contagem de células vidveis foi realizada. Este
experimento foi realizado a fim de confirmar a inativacdo das células apds o tratamento
com radiacdo UV, com a condi¢do (concentracdo celular e tempo de exposi¢ao)

considerada ideal, proveniente dos planejamentos experimentais.

3.7.5Dose de radiacao

A dose de radiacao ultravioleta é o produto da intensidade de radiacao pelo tempo

de exposicao, segundo Equacdo 3.14 (DANIEL et al., 2001).

D=1t (3.14)

Onde:
D - dose de radiacdo ultravioleta (mWs/cm?)
I - intensidade de radiacdo (mW/cm?)

! - tempo de exposicao a UV (s).

A dose de radiacdo, neste trabalho, foi estimada através de bioensaios, em que
se adicionou a dgua concentragdo conhecida de E. coli ou de S. cerevisiae em cultura
pura. Conhecendo-se os tempos de exposi¢do a radiacdao UV (10, 20, 30, 40, 50 e 60s) e o
nimero de células vidveis antes e apds a irradiacdo, foi possivel calcular qual a dose
recebida em fun¢do de k, de acordo com a Equacgdo 3.15 (Lei cinética de Chick),

considerando as hip6teses bdsicas propostas por Harm (1980).
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N
In—=—-k.1t
I; (3.15)

Onde:
N, e N = Ndmero inicial de células vidveis (N,) e nimero de células vidveis apés a

irradiacdo (N ), respectivamente (UFC/mL)
k = constante de inativagdo para cinética de 1* ordem (cm*mWs)
I = Intensidade de radiagio (mW/ cm?)

! = tempo de exposicdo a radiacdo UV (s)

A fracdo de sobrevivéncia é dada pela Equagdo 3.16.

f(D) =Nﬁ (3.16)

Onde:
f(D) = funcdo da dose.

3.7.6Inativacao

Os percentuais de inativacdo dos microrganismos foram calculados de acordo

com a Equacdo 3.17.

N,—N

Inativagdo(%) = x100 3.17)

0

3.7.7Tratamento estatistico

Para a andlise estatistica dos resultados obtidos do planejamento experimental foi
utilizada a andlise de Pareto (BARROS NETO er al, 1996), através do “software
STATISTICA 7.0®”, que permite identificar e quantificar o efeito de cada um dos

fatores e de suas interacdes nos experimentos realizados.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

4.1Planejamentos experimentais

Os resultados de inativacao de Escherichia coli e de Saccharomyces cerevisiae
obtidos no primeiro planejamento experimental (Tabela 3.5a), variando-se o tempo de
exposi¢ao a radiacdo UV em 30 e 60s e a concentragdo celular em 0,01 e 0,1 g/L estdo

apresentados na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 — Inativagdo (%) de Escherichia coli e de Saccharomyces cerevisiae
variando-se o tempo de exposi¢do a radiagdo UV em 30 e 60s e a concentracio celular
em 0,01 e 0,1 g/L. (a) e (b) s@o as repeti¢des, em duplicata, de cada experimento.

Ensaio Tempo  Concentracio Turbidez Inativacio de Inativacao de
de celular E.coli/ Escherichia coli  Saccharomyces
. .coli ..
exposicao (g/L) (%) cerevisiae
(s) S.cerevisiae (%)
(NTU) (a) (b) (a) (b)
1 30 0,01 0,8/13,0 99,620 99,580 99,040 98,810
2 30 0,1 5,0/25,0 89,750 89,870 95,860 95,400
3 60 0,01 0,8/13,0 99,955 99,957 99,770 99,750
4 60 0,1 5,0/25,0 99,933 99,934 96,420 96,640

Com os dados da Tabela 4.6 foram calculados os resultados apresentados na

Tabela 4.7 que correspondem aos efeitos das varidveis sobre a inativagao.
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Tabela 4.7 - Efeitos do tempo de exposicdo a radiacdo UV e da concentragdo celular
sobre a inativacdo de Escherichia coli e de Saccharomyces cerevisiae calculados
para o planejamento fatorial 2> com um nivel minimo de 95% de confianca,
variando-se o tempo de exposi¢do a radiagdo UV em 30 e 60s e a concentracio celular
em 0,01 e 0,1 g/L.

Variaveis Efeito  erro padrao
Inativacao (%) Inativacao (%)
Escherichia coli Saccharomyces cerevisiae
1. Tempo de exposi¢do a UV (s) 5,23975*% £ 0,031628 0,86750* £ 0,139933
2. Concentracgdo celular (g/L) -4,90625* + 0,031628 -3,26250* + 0,139933
Interagdo entre 1 e 2. 4,88375% +£0,031628 0,03250 £ 0,139933

*Efeito significativo.

Um efeito negativo expressa que o valor da varidvel aumenta na dire¢do do nivel
inferior e um efeito positivo que o valor da varidvel aumenta na direcdo do nivel
superior.

Com respeito ao tempo de exposicao (s) de E. coli a radiacdo UV verifica-se, de
acordo com a Tabela 4.7, que este apresentou influéncia positiva sobre a inativagdo, ou
seja, o tempo de 60s foi mais efetivo que o de 30s. J4 a concentracdo celular apresentou
efeito negativo, sendo a concentra¢do de 0,01g/L de células mais facilmente inativada.
Observa-se, ainda, que o tempo de exposi¢do apresentou um efeito mais significativo
(5,23975 %) que o da concentracao celular (4,90625 %). A inativac¢do de E. coli sofreu,
ainda, influéncia significativa, dos dois fatores simultaneamente. A Figura 4.9 apresenta
o efeito do tempo de exposicdo a UV e da concentragdo celular sobre a inativacdo de

E. coli, obtidos a partir dos dados apresentados na Tabela 4.6.
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AUNRY

Bl 99,956

Wl 99,0318
Bl 98,1076
B 97,1835
[ 96,2593
] 95,3351
[ 94,4109
[ 93,4867
B 92,5625
B 91,6384
B 90,7142

Figura 4.9 - Efeito do tempo de exposi¢do a radiacdo UV, 30 e 60s e da concentracio
celular 0,01 e 0,1g/L sobre a inativacao (I %) de Escherichia coli.

Analisando-se a Figura 4.9 verifica-se que os valores mais elevados de inativagao,
em torno de 100%, foram alcancados tanto com concentragdo de 0,01 quanto de 0,1 g/L,
no entanto, em concentracdo menor, este percentual estende-se para qualquer valor de
tempo, dentro da faixa estudada. Estes resultados estio de acordo com a andlise
estatistica de Pareto (Tabela 4.7), que mostra que a concentraciao celular tem influéncia
negativa sobre a inativacdo da E. coli, enquanto o tempo de exposi¢do tem efeito
positivo.

A Figura 4.10 mostra uma comparagdao de médias para a inativagdo de E. coli
quando da interacdo entre o tempo de exposi¢do a UV e a concentracdo celular. Verifica-
se que quando o tempo de exposicao a radiacio UV aumentou de 30 para 60s promoveu
um aumento na inativagdo que foi muito mais sentido na concentragcdo de 0,1g/L. que na

concentragao de 0,01g/L.
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Figura 4.10 - Médias previstas para a inativacdo (I %) de Escherichia coli em resposta a
interacao dos fatores tempo de exposicao a UV, 30 e 60s e concentracao celular, 0,01 e
0,1g/L.

Com respeito a influéncia do tempo de exposi¢do (s) a radiacio UV de
S. cerevisiae verifica-se, de acordo com a Tabela 4.7, um comportamento similar ao da
E. coli, ou seja, o tempo de 60s inativou mais células que o de 30s e a concentracio
celular de 0,01g/L foi mais facilmente inativada. Porém, ao contrario do observado para
E. coli, no caso de S. cerevisiae o efeito da concentragdo celular (3,26250 %) foi maior
que o efeito do tempo (0,86750 %). Isto pode ser melhor observado na Figura 4.11 onde
observa-se que quando o tempo de exposi¢do a radiacdo UV aumentou de 30 para 60s
houve um aumento na inativacdo de S. cerevisiae tanto em concentracdo 0,01g/L quanto
0,1g/L, no entanto, com a concentracio menor, obteve-se maiores percentuais de

inativacao.

Os resultados deste planejamento mostram, sem davida, que o tempo de 60s, foi
melhor para o processo de inativacdo de E. coli e de S. cerevisiae tanto para a

concentra¢ao de 0,01g/L quanto para 0,1g/L.

Com base no exposto, um novo planejamento experimental foi realizado, conforme
mostrado na Tabela 3.5b e os resultados gerais obtidos, variando-se o tempo de
exposicdo a radiacdo UV em 60 e 120s e mantendo-se a concentracdo celular em 0,01 e

0,1 g/L, estdo apresentados na Tabela 4.8.
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Figura 4.11 - Médias previstas para a inativacdo (I %) de Saccharomyces cerevisiae em
resposta a interagdo dos fatores tempo de exposicdo a UV, 30 e 60s e concentragdo
celular, 0,01 e 0,1g/L.

Tabela 4.8 — Inativacdo (%) de Escherichia coli e de Saccharomyces cerevisiae variando-
se o tempo de exposicao a radiagdo UV em 60 e 120s e a concentracao celular em 0,01 e
0,1 g/L. (a) e (b) sdo as repeti¢des, em duplicata, de cada experimento.

Ensaio Tempo  Concentracdo  Turbidez Inativacao de Inativacao de
de celular E.coli/ Escherichia coli Saccharomyces

. .coli ..

exposicao (g/L) (%) cerevisiae

(s) S.cerevisiae (%)
(NTU) (a) (b) (a) (b)
1 60 0,01 0,8/13,0 99955 99,957 99,77 99,75
2 60 0,1 5,0/25,0 99,934 99,933 96,42 96,64
3 120 0,01 0,8/13,0 99,94 99,94 99,76 99,77
4 120 0,1 5,0/25,0 99,63 99,70 99,60 99,60

Com os dados da Tabela 4.8 foram calculados os resultados apresentados na
Tabela 4.9 que correspondem aos efeitos das varidveis sobre a inativagao.

Tabela 4.9 - Efeitos do tempo de exposicdo a radiacdo UV e da concentragdo celular
sobre a inativagdo de Escherichia coli e de Saccharomyces cerevisiae calculados para o
planejamento fatorial 2*° com um nivel minimo de 95% de confianga, variando-se o
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tempo de exposi¢do a radiagdo UV em 60 e 120s e a concentracdo celular em 0,01 e 0,1
g/L.

Variaveis Efeito + erro padrao
Inativacao (%) Inativacao (%)
Escherichia coli Saccharomyces cerevisiae

1. Tempo de exposicio a UV (s)  -0,14225%+0,017509  1,53750* £ 0,055283
2. Concentragdo celular (g/L) -0,14875* £ 0,017509 -1,69750* £0,055283
Interagao entre 1 e 2. -0,12625* £ 0,017509  1,53250* + 0,055283

*Efeito significativo.

De acordo com a Tabela 4.9, verifica-se que todas as varidveis apresentaram
efeito significativo para E. coli e S. cerevisiae. Com relacdo a E.coli, o tempo de
exposi¢ao apresentou influéncia negativa sobre a inativagdo, ou seja, apesar do tempo de
120s ser maior, 60s foi mais efetivo. Da mesma forma, a concentragdo celular apresentou
efeito negativo, sendo a concentracdo de 0,01g/L de células mais facilmente inativada. A
interacao do tempo de exposicdo e da concentracdo também apresentou efeito sobre a
inativacdo de E. coli. A Figura 4.12 apresenta o efeito interativo do tempo de exposi¢ao a
UV e da concentragdo celular e a Figura 4.13 a comparacao de médias para a inativacao
de E. coli. Ambas mostram que a melhor condi¢do de operacdo do reator tende para

tempo de exposi¢do a radiagdo de 60s para uma concentracdo celular de 0,01g/L.

A Figura4.12 apresenta mais detalhadamente que em concentracdo baixa
(0,01g/L) a inativacdo € praticamente constante para qualquer tempo de exposi¢ao
testado e que em tempos menores, a inativacdo € praticamente constante para qualquer
concentracdo avaliada. Assim, verifica-se que hd uma interacdo entre os dois fatores,
como ja mostrado na Tabela 4.9. A Figura 4.13 mostra que quando o tempo de exposi¢ao
aumentou de 60 para 120s na concentracdo de 0,01g/L. praticamente ndo observa-se
efeito, no entanto, para concentracdo maior (0,1g/L) a inativacdo cai de 99,93% para

99,67%.
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Figura 4.12 - Efeito do tempo de exposi¢do a radiagdo UV, 60 e 120s e da concentragdao
celular, 0,01 e 0,1g/L sobre a inativacao (I %) de Escherichia coli.
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Figura 4.13 - Médias previstas para a inativagdo (I %) de Escherichia coli (%) em
resposta a interacdo dos fatores tempo de exposicdo a UV, 60 e 120s e concentragdo
celular, 0,01 e 0,1g/L.

Com respeito a influéncia do tempo de exposicdo a radiacio UV sobre
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S. cerevisiae verifica-se, de acordo com a Tabela 4.9, que este apresentou efeito positivo
sobre a inativacdo enquanto a concentragdo celular apresentou um efeito negativo. A
Tabela 4.9 mostra, ainda, que a inativag¢do sofreu efeito interativo das duas varidveis. A
Figura 4.14 detalha o efeito de interacdo, pois mostra que em concentragdo baixa
(0,01g/L) a inativacdo € praticamente constante para qualquer tempo de exposi¢ao
testado e que em tempos maiores (120s), a inativagdo € praticamente constante para

qualquer concentragdo avaliada.

[CARY

Bl 99,765

Wl 99,4709
B 99,1768
B 98,8827
[ 98,5886
[ 98,2945
[ 98,0005
[ 97,7064
I 97,4123
B 97,1182
B 95,8241

Figura 4.14 - Efeito do tempo de exposicdo a radiacao UV, 60 e 120s e da concentragao
celular, 0,01 e 0,1g/L sobre a inativacao (I %) de Saccharomyces cerevisiae.

Assim, para escolher qual o melhor tempo de exposicdo e melhor concentracdo
celular para a inativacdo de S. cerevisiae e dar continuidade aos trabalhos foi construida a
Figura 4.15 que mostra que, independentemente do tempo, a concentracdo de 0,01g/L de
células apresentou inativacdo constante, sugerindo que um tempo maior de exposi¢ao
(120s) nao influencia a inativacdo das células nesta concentracdo. No entanto, com
concentracao maior de células (0,1g/L), para chegar a valores de inativagao similares aos
encontrados com concentracdo menor, um maior tempo (120s) de exposi¢do a radiagdao
UV foi exigido. Portanto, os resultados mostram que uma concentracdo de células de
0,01g/L com tempo de exposi¢cao de 60s € suficiente para obter-se os maiores percentuais
de inativagdo (99,76%).
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Figura 4.15 - Médias previstas para a inativagdo (I %) de Saccharomyces cerevisiae (%)
em resposta a interacao dos fatores tempo de exposicdo a UV, 60 e 120s e concentragao
celular, 0,01 e 0,1g/L.

As Tabelas 4.6 e 4.8, mostram, ainda, os valores de turbidez (NTU) obtidos para
as concentracdes de 0,01g/L (0,8 NTU) e de 0,1g/L (5,0 NTU) de E. coli e de 13 e
25NTU para as concentracdes de S.cerevisiae de 0,01 e 0,1g/L, respectivamente.
Segundo recomendacgdes da Edstrom Industries Inc. (2003) para uma maior eficiéncia no
tratamento de 4dgua por radiacio UV esta deve apresentar no maximo um valor de
turbidez de SNTU e de sélidos suspensos de 10mg/L. Provavelmente essas particulas
dificultam a incidéncia da luz UV nos microrganismos (SOUZA et al., 2000).

Neste trabalho, para E. coli, um valor maximo de SNTU foi utilizado para a
concentracdo de 0,1g/L correspondente a 100mg/L de soélidos em suspensdo,
concentracdo 10 vezes maior que a maxima sugerida. Verificou-se que nesta
concentracao foi necessario um maior tempo de exposi¢ao a radiagdo (60s) para obter-se
um valor de inativacao similar (99,9%) ao encontrado para a concentragdo de 0,01g/L, ou
seja de 10mg/L de sélidos em suspensdo ou ainda de 0,8NTU. Souza et al. (2000) ao
realizar experimentos de desinfeccdo de 4gua contendo como indicador a bactéria
Escherichia coli em concentragdes conhecidas, também observaram a influéncia da
turbidez na inativacdo, pois nos experimentos utilizando dgua com turbidez de 2 NTU,
99,99% de E. coli foram inativadas em 20s. Quando a turbidez foi aumentada para

SONTU este tempo aumentou para 120s com uma inativagcao de 99,97%.
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Este efeito foi muito mais acentuado para S. cerevisiae, pois, Como mostram as
Tabelas 4.6 e 4.8, independentemente do tempo, as amostras de 4gua com turbidez maior
(25NTU) apresentaram menores percentuais de inativacdo que as amostras com turbidez
menor (13NTU), no entanto, ainda assim, percentuais de inativagdo superiores a 99%

foram obtidos com turbidez de 13NTU.

Segundo Cherchinaro et al. (2001) a inativagdo dos microrganismos por UV ndo
sofre interferéncia de caracteristicas fisico-quimicas tais como temperatura, alcalinidade
e carbono inorganico total. Assim sendo, como todas as amostras apresentaram
temperatura em cerca de 25°C e valor de pH préximo ao neutro (6,5 - 7,0), estes fatores

ndo influenciaram o processo de inativagao.

Cabe lembrar que segundo Daniel et al. (2001), um equipamento de desinfeccao
de dgua por radiacao ultravioleta, para ser eficiente, necessita garantir uma dose letal. No
entanto, a dose letal, depende de uma série de condi¢gdes fisico-quimicas da dgua entre
elas, como ja mencionado, a concentragdo dos s6lidos em suspensdo que deve ser de até
10mg/L. De acordo com o exposto é que foi elaborado o planejamento experimental
apresentado na Tabela 3.5 (a e b). No entanto, a intencdo de se verificar a eficiéncia de
inativacdo de uma concentragdo celular maior (0,1g/L), ficou invidvel de acordo com os

resultados até o momento obtidos com este reator para E. coli e S. cerevisiae.

4.2Avaliacao pos-tratamento

Segundo Daniel (2001) um problema que pode ocorrer com a utilizagdo da
radiacdo UV € a indesejada recuperacdo de parcela dos microrganismos inativados. Isto
significa que, sob irradiacdo de luz na faixa do visivel, podem ocorrer reversdes das
reacoes fotoquimicas e os microrganismos podem recuperar a atividade. Este mecanismo
permite que microrganismos irradiados recuperem-se caso tenham recebido dose subletal

de radiacdo ultravioleta.

Para avaliar se a dose foi letal, realizou-se experimentos que consistiram na
andlise de amostras de dgua contendo, entdo, 0,01g/L de células de E. coli ou de S.
cerevisiae imediatamente apds a exposicdo por 60s a radiagdo UV e apds 24 e 96h a
exposicdo. As Figuras 4.16 e 4.17 apresentam a evolucdo do nimero de células
(UFC/mL) de E. coli e de S. cerevisiae, respectivamente, apds os periodos de estocagem

das amostras em temperatura ambiente.
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Figura 4.16 - Evolug@o do numero de células vidveis de Escherichia coli (UFC/ml) com
o tempo (h), apds o tratamento da amostra por 60s de radiagdo UV.

Observa-se pela Figura 4.16 que inicialmente a amostra com 0,01g/L de E. coli
continha 3,65x10° UFC/mL de células vidveis e apds o tratamento por 60s apresentou
uma inativacdo de 99,9%. Em aproximadamente 20h, houve um recrescimento celular
alcangando o numero inicial de células vidveis. Apos 24 horas o nimero de células
aumentou para 13,8x10° UFC/mL e continuou aumentado até 96h. Isto pode ser devido a
uma dose ndo letal de radiacdo, mas também, ao fato de ter restado algumas células
vidveis que poderiam estar se multiplicando nutrindo-se de restos celulares das células
mortas. Até 20 horas, supde-se estar havendo reativacio das células, devido a uma dose
nao letal de radiagdao UV. No entanto, apds 20h, o nimero de células vidveis € superior
ao numero inicial de células vidveis, pode-se supor, entdo, que as células estavam
nutrindo-se de restos celulares, uma vez que ndo necessariamente, na concentracido de

0,01g/L, existiam 100% de células vidveis.
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Figura 4.17 - Evolu¢ao do nuimero de células vidveis de Saccharomyces cerevisiae
(UFC/ml) com o tempo (h), apds o tratamento da amostra por 60s de radiacdao UV.
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O mesmo comportamento foi observado para a levedura Saccharomyces.
cerevisiae (Figura 4.17), apds o tratamento da amostra por 60s de radiacdo UV, houve
uma inativacdo de 99,7% das células vidveis e apds 96 horas ao tratamento houve
recrescimento celular. No entanto, observa-se que o processo de reativacao da levedura,
foi mais lento (37 UFC/mL.h) que da bactéria (575 UFC/mL.h), pois apds 24 horas, o

namero de células vidveis de levedura ainda nao havia alcancado o valor inicial.

Este fato pode estar relacionado com a fisiologia celular, como a levedura € um
ser eucaridtico, a sua reestruturacdo celular é mais complexa que a de um ser
procariético, como no caso da bactéria E. coli (PELCZAR, et al., 1996), levando maior

tempo para se reproduzir.

Sabe-se que em dguas contaminadas existem diferentes microrganismos, inclusive
os eucaridticos, assim, numa possivel verificacdo de recrescimento apds 24h ao
tratamento por UV, se ndo apresentar crescimento, ndo significa que as células estdo
realmente invidveis, pois podem estar, somente, levando um maior tempo para sua

reestruturacao.

Amaral et al. (2006) ao avaliaram a eficiéncia da exposicdo a radiacao
ultravioleta solar (natural), na desinfeccdo de dgua de pogos rasos em garrafas “PET”,
por 12 horas, observaram uma reducido de 100% das células vidveis de E. coli e ndo

verificaram recrescimento celular apés 72h da exposi¢do ao sol.

Aguiar et al. (2002) utilizaram a radiacdo ultravioleta (UV) na desinfeccdo de
dguas empregando dois tipos de dgua sintética contaminadas com Escherichia coli em
concentragoes de 102 a 10’ NMP/100mL e submetidas a exposi¢do UV por tempos de
contato de 1, 3 e 5 minutos. Os ensaios realizados resultaram em inativagao completa dos
microrganismos nos tempos de contato de 3 e 5 minutos. Experimentos realizados por
Bilotta e Daniel (2006) com E. coli, mostraram que 30s de exposi¢do a radiacio UV
levaram a inativagdo de 100% das células. Souza et al. (2000), também realizaram
experimentos de desinfeccdo de dgua contendo como indicador a bactéria E.coli em
concentracdo conhecida e turbidez de 2 NTU. Verificaram que em apenas 20s de

exposicao das células a radiacdao UV, cerca de 99,99% de E. coli foram inativadas. No

entanto, nenhum destes autores avaliou o processo de reativagao.
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Segundo Jagger (1958) sdo dois os mecanismos de recuperacdo dos

microrganismos irradiados com ultravioleta:

. Reversdo das alteracdes produzidas pela radiacdo ultravioleta — fotorreativagdo. A
reversdo € obtida por meio de recuperagdes fotoenzimaticas que monomerizam in situ 0s
dimeros de pirimidina pela acdo de enzima na presenca de radiacdo de comprimento de

onda de 300 a 500 nm;

. Substitui¢do dos nucleotidios lesados pela radiacao ultravioleta - recuperagao no escuro.
A substituicao pode ser feita por meio de remocao da parte lesada e de uma seqiiéncia de
nucleotideos adjacentes, com posterior ressintese da seqiiéncia original de nucleotideos.
Esse processo denomina-se recuperacdo por excisdo-ressintese, e € feito na auséncia de
luz. A recuperacdo pods-irradiacdo serd menor quanto maior for a dose recebida. Em
doses elevadas, a quantidade de dimeros € maior que a capacidade de recuperacdo do
microrganismo, ndao havendo tempo para reverter todas as alteracdes antes que inicie a

duplicacdo da célula.

Como o objetivo inicial deste trabalho era a avaliacdo da eficiéncia da
desinfeccdo de dgua por UV em processo batelada, através de planejamentos fatoriais,
visando uma otimizacdo do processo, ndo se esperava fotorreativacdo das células apds
60s de exposicao a radiacdo UV, uma vez que diversos autores utilizaram tempos de

exposi¢ao ainda menores para inativacdo de, praticamente, 100% de células de E. coli.

Os resultados obtidos dos planejamentos experimentais, tanto para E. coli, quanto
para S. cerevisiae, mostraram as condi¢Oes ideais para obter-se maior inativacdo das
células em menor tempo. No entanto, os resultados mostrados nas Figuras 4.16 e 4.17,
sugerem que o tempo de 60s de exposicdo a radiagdo ndo promoveu uma dose letal as

células.

4.3Cinética de inativacao

A dose de radiacdo ultravioleta € o produto da intensidade de radiagdo pelo tempo
de exposi¢do, sendo, entdo, a inativacdo de um numero fixo de microrganismos

alcancada em curto intervalo de tempo e alta intensidade ou em tempo longo e baixa
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intensidade. Ou seja, a intensidade e o tempo de exposi¢do podem ser variados
reciprocamente para obtencdo de uma mesma fracdo de sobrevivéncia (QUALLS e

JOHNSON, 1985).

Segundo Cherchinaro et al. (2001) a intensidade de radiacdo pode, além de outros
métodos, ser determinada pela utilizacdo de bioensaios, em que se adiciona a agua
concentracdo conhecida de microrganismos desenvolvidos em cultura pura, com resposta
conhecida a radiacdo ultravioleta. Conhecendo-se o tempo de exposi¢do e as
concentracdes de microrganismos vidveis antes e depois da irradiacao, € possivel calcular

qual a dose recebida

Assim, foram estudadas as cinéticas de inativacdo das células neste reator, para
sugerir um valor de dose de radiacdo recebida pelas mesmas. A Figura 4.18 mostra as

cinéticas de E. coli e de S. cerevisiae.
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Figura 4.18 - Variacdo do numero de células vidveis (UFC/mL) de E. coli e de S.
cerevisiae com o tempo (s) de exposi¢ao a radiagdo ultravioleta.

A Figura 4.18 mostra que tanto E. coli quanto S. cerevisiae apresentam inativagao

linear.

Lembrando que segundo DANIEL (1993) a forma simples de relagdo dose-
sobrevivéncia € estabelecida quando a cada aumento de dose reduz-se o nimero de
unidades bioldgicas sobreviventes de uma populagdo por um fator constante, conforme a
lei cinética de Chick (InN =—k.I.t+1InN,), a Figura 4.19 mostra as equagdes cinéticas

obtidas para E. coli e S.cerevisiae.
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Figura 4.19 - Variagdo logaritmica do nimero de células vidveis (In N) de E. coli e de
S. cerevisiae com o tempo (s) de exposicdo a radiacao ultravioleta.

Pela Figura 4.19 pode-se observar um valor de k.1 para E. coli de 0,1109s™ e para
S. cerevisiae de 0,2348s™, mostrando uma maior velocidade de inativa¢do da levedura
que da bactéria. Isto pode estar relacionado, novamente, com as diferengas fisioldgicas
das espécies microbianas. Como a radiacdo ultravioleta € absorvida por muitos
compostos intracelulares, além do DNA (PELCZAR et al., 1996), pelo fato da levedura
ser um microrganismo eucaridtico, contendo organelas e mais compostos que as

bactérias, este material, pode, juntamente com o DNA, estar sendo prejudicado, levando

a uma inativacao mais rapida.

Como D=1t e na lei cinética de Chick k e I sdo constantes, a dose pdode ser

calculada, no entanto ficou multiplicada por k (Dk).

A Tabela 4.10 apresenta a fracdo de sobrevivéncia que € funcio da dose f(D) e a
dose de radiacdo em (Dk), para os ensaios 1 e 3 da Tabela 4.6 e o ensaio 3 da Tabela 4.8.
Estes ensaios foram realizados nas mesmas condi¢des dos bioensaios que resultaram na
cinética apresentada nas Figuras 4.18 e 4.19, ouseja, com 0,01g/L de E. coli ou
S. cerevisiae expostas a radiacdo UV por 30, 60s ou 120s.

Observando a Tabela 4.10, verifica-se que apesar do tempo de 120s ter
promovido uma maior dose, o fator de sobrevivéncia nao variou em relacao ao tempo de
60s, tanto para E. coli, quanto para S. cerevisiae. Apesar de ndo obter-se o valor real da
dose recebida pelas células, a andlise da relacdo de Dk com a fracdo de sobrevivéncia, é
vélida, uma vez que o perfil comportamental serd o mesmo daquele analisado por D, uma

vez que k é uma constante. (Figura 4.20).
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Tabela 4.10 - Fracdo de sobrevivéncia (f(D)) e dose de radiacdo (Dk) obtidas através da
Lei de Chick.

(Dk)

Tempo de f(D) (mWs*/cm?)
exposicao (s) E. coli S. cerevisiae E. coli S. cerevisiae
30 4x10° 1x107 33 7,0
60 4,4x10* 2,3x107 6,6 14,1
120 6,3x10* 2,2x10° 13,3 28,2

0,012

0,01 —e—E. coli

—=— S, cerevisiae

0,008 1
& 0,006 -
0,004

0,002
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Figura 4.20 - Variacdo da fragdo de sobrevivéncia de E. coli e de S. cerevisiae com a
dose de radiacdo (Dk).

Bilotta e Daniel (2006) verificaram em experimentos de desinfeccao de 4gua com
E. coli, que a frac@o de sobrevivéncia diminuia em tempos de exposicao de 30 para 60s,
no entanto, com 120s a fracdo de sobrevivéncia voltava a aumentar, ou seja, observaram

redu¢do do nimero de sobreviventes com o aumento do intervalo de exposicao.

Observa-se na Figura 4.20 que a fracao de sobrevivéncia diminui com o aumento
da dose até 6,6mWs*cm? correspondente a 60s de exposicdo, para E. coli e de

14,1mWs?*/cm?, correspondente a 60s de exposi¢do, para S. cerevisiae.

Existem, na literatura (WRIGHT e CAIRNS, 1998; DANIEL, 1993; WEF, 1996)
valores de constantes cinéticas de inativagdo por UV, segundo a lei cinética de Chick,
para diferentes microrganismos, entre eles o valor de 0,72 cm*mWs para E. coli. Se
considerarmos esta constante de inativacdo, a dose de radiacao recebida pelas células de
E. coli em 60s de exposig¢do, foi de 9,2 mWs/cm?. Esta estimativa nio foi realizada para
S. cerevisiae por ndo ter sido encontrado, na literatura, um valor de constante de

inativacdo por UV para esta levedura.
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Segundo Wright e Cairns (1998) a dose de radiagdo UV necessdria para inativar
99% de células viaveis de E. coli é de 6,6 mWs/cm? (Tabela 2.3). Comparando este valor
com o valor da dose estimada (9,2 mWs/cm?) verifica-se que este valor esta estd acima
do recomendado. No entanto, segundo os resultados obtidos nas Figuras 4.16 e 4.17 que
mostram recrescimento celular, verifica-se que, ou esta dose ndo € letal ou as condi¢des
de operagdo do reator ainda ndo estdo otimizadas.

Souza (2000) fez uma comparacdo da eficiéncia da radiacdo ultravioleta na
inativacdo de E. coli utilizando uma dgua com turbidez de 2 NTU e verificou que com
dose de 2,46mWs/cm? a eficiéncia (%) foi de 99,976. Observa-se que a dose utilizada
pelo autor € bastante inferior a dose estimada neste trabalho.

Oliveira (2003), ao avaliar as doses de radiagdo UV para tratamento de efluente
de ETE insular (lodo ativado), observou que uma dose média na faixa de 20 a
30 mWs/cm? levou a percentuais de 99,9% de inativagdo de E. coli, independente da
concentracdo de SST presentes na amostra. Verifica-se, neste caso de tratamento de

efluente, que as doses necessitam ser mais elevadas para obter-se boa eficiéncia.
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Conclusoes

. A maior inativagao, 99,96%, foi obtida com amostra de 0,8NTU com 0,01g/L de células
de Escherichia coli irradiadas durante 60s por UV a uma dose de radiacdo estimada de

9,2 mWs/cm? .

. Para Saccharomyces cerevisiae a maior eficiéncia de inativacdo de 99,76% foi obtida,
com amostra de 13NTU quando 0,01g/LL de células foram tratadas durante 60s por

radiacdo UV.

. A concentragdo de 0,1g/L e os tempos de exposi¢do a radiagdo de 30 e 120s levaram a

menores percentuais de inativagdo de E. coli e de S. cerevisiae.

. As amostras estocadas apds o tratamento com UV por 60s apresentaram recrescimento
de E. coli ap6s, aproximadamente, 20h. S. cerevisiae levou em torno de 72h para reativar
100% das células. Supde-se estar havendo reativacio das células, devido a uma dose ndo
letal de radiacdo UV ou devido ao fato de ter restado algumas células vidveis que

poderiam estar se multiplicando nutrindo-se de restos celulares de células mortas.

. A velocidade de inativagao de S. cerevisiae (0,23 UFC/mL.s) € maior que a velocidade

de inativacgdo de E. coli (0,11 UFC/mL.s).

. A fracdo de sobrevivéncia diminui com o aumento da dose de radiacdo até 60s de
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exposicao a radiacao.

. Com a verificagdo do recrescimento celular, verificou-se que, ou a dose aplicada nao foi

letal ou as condicdes de operagao do reator ainda nao estdo otimizadas.

. Aguas tratadas nas condicdes consideradas ideais, neste trabalho, para este reator, nio
poderdo ser utilizadas como dgua potdvel, uma vez que estas condi¢des deixam residuos
de microrganismos na dgua e ndo atendem a Portaria 518 do Ministério da Saide de
2004. No entanto, poderiam ser reutilizadas em outros processos industriais devido a
rapidez do processo, bem como, a facilidade de ampliacdo de escala, desde que, o

processo ndo promova condicdes para o recrescimento celular.

Como perspectivas de continuidade de trabalho pode-se sugerir:

. Definir a intensidade de radia¢do do equipamento através de medicdo por radibmetro no

comprimento de onda de 254nm.

. Realizar experimentos para a confirmac¢ao da dose letal, com concentracdes menores e
tempos de exposicdo maiores, pois o fato de as células terem reativado apds o tratamento
por UV, leva a conclusdo de que a radiacdo UV ndo foi efetiva, na desinfeccdo de E. coli

e de S. cerevisiae no reator testado.

. Alcancar 100% de eficiéncia de inativagao, pois, pode a parcela de células que resistiu a
radiacdo, ter uma grande capacidade de se multiplicar, utilizando-se de células mortas

presentes no meio como substrato.

Avaliar a eficiéncia de inativacdo de microrganismos, principalmente E. coli e
coliformes totais em regime continuo, em situacdo real, por exemplo em amostras de

agua de chuva provenientes de telhados, de precipitacdo direta, 4gua de pogos, etc.
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Apéndice A

Dados experimentais

A.1Dados para os planejamentos experimentais

A.1.1Dados de Escherichia coli

Tempo | Concentracéo E. coli
(s) (g/L) No N
(UFC/mL) (UFC/mL)
30 0,01 2.9x10° 1,1x10* | 1,22x10°
60 0,01 2.9x10° 1,31x10° | 1,25x10°
120 0,01 2,73x10° 1,70x10° | 1,68x10°
30 0,1 2,44x10" 2,5x10° | 2,47x10°
60 0,1 2,43x107 1,59x10* | 1,61x10*
120 0,1 2,44x10" 9x10° | 7,1x10°
A.1.2Dados de Saccharomyces cerevisiae
Tempo | Concentracéo S. cerevisiae
(s) (g/L) No N
(UFC/mL) (UFC/mL)
30 0,01 2,62x10° 25x10° | 3,1x10°
60 0,01 2,62x10° 6x10° 6,6x10°
120 0,01 2,68x10° 6,4x10° | 6,2x10°
30 0,1 8,7x10° 3,6x10* 4x10*
60 0,1 7,1x10° 2.54x10* | 2,38x10"
120 0,1 8,7x10° 3,6x10% | 3,45x10°
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A.2Avaliacao poés-tratamento
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Tempo N (UFC/mL) N (UFC/mL)

E. coli S. cerevisiae
0 (inicial) 3,4x10° 3,9x10° 2,97x10° 3,06x10°
60s 5x10" 1x10* 5x10" 7x10!
24h 1,62x10* 1,14x10* 9x10” 10x10”
96h 5,3x10* 3,8x10* 2,98x10° 2,25x10°
A.3Cinética de inativacao
Tempo (s) N (UFC/mL) N (UFC/mL)

E. coli S. cerevisiae
0 6,35x10* 5,8x10* 3,34 x10° 3,35 x10°
10 1,66x10* 1,09x10* 7,5 x103 7,9 x103
20 8,1x10° 6,6x10° 3,8 x10* 4,2 x10?
30 2,68x10° 1,89x10° 3,0x10? 4,0 x10?
40 7,0x10” 5,2x10? 1,0x10! 2,0x10*
50 3,0x10? 2,6x10? 1,0x10! 2,0x10*
60 8,0x10* 4,0x10" 1,0x10! 1,-x10!

A.4Curva de Calibracao para Escherichia coli

Figura A.21 - Curva de calibracdo para Escherichia coli.
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A.5Curva de Calibracao para Saccharomyces cerevisiae
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Figura A.22 - Curva de calibracdo para Saccharomyces cerevisiae.



