AVALIACAO DA ATIVIDADE FOTOCATALITICA SOBRE A
INATIVACAO DE Escherichia coli, Staphylococcus aureus E
Saccharomyces cerevisiae UTILIZANDO DIOXIDO DE TITANIO, PARA
APLICACAO EM DESINFECCAO DE AGUAS

MARCELA ALVES RIBEIRO

Dissertaciio apresentada ao Instituto de Biociéncias
da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de Rio Claro,para

a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Biologicas
(Area de Concentracio:Microbiologia Aplicada)

Rio Claro
Estado de Sao Paulo — Brasil
Outubro de 2005



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



AVALIACAO DA ATIVIDADE FOTOCATALITICA SOBRE A
INATIVACAO DE Escherichia coli, Staphylococcus aureus E
Saccharomyces cerevisiae UTILIZANDO DIOXIDO DE TITANIO, PARA
APLICACAO EM DESINFECCAO DE AGUAS

MARCELA ALVES RIBEIRO

Orientador: Prof. Dr. EDERIO DINO BIDOIA

Dissertaciio apresentada ao Instituto de Biociéncias
da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de Rio Claro,para

a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Biologicas
(Area de Concentracio:Microbiologia Aplicada)

Rio Claro
Estado de Sao Paulo — Brasil
Outubro de 2005



Agradecimentos

-Primeiramente agradeco a Deus, por ter me dado forgas e tranqiiilidade para o término deste trabalho;

-Ao Prof. Dr. Ederio Dino Bidoia, pela orientagdo e amizade. Agradego também pela oportunidade e pela

confianga depositadas em mim;

-Aos meus pais, pelo apoio e incentivo;

-Ao meu irmdo Marcio, pelas discussdes a respeito do trabalho e pela ajuda em varias etapas;

-Aos amigos: Thelma, Inés, Adriana, Renatha e Beto pela amizade, discussdes produtivas e pelos milhares de

favores, que muito me ajudaram;

-As técnicas: Luiza, pela ajuda e dicas e a Fatima, pelo fornecimento das cepas de bactérias;

-Aos técnicos dos Institutos de Geociéncias (UNESP), Fisica (USP-Sao Carlos) e Agronomia (Esalg-
Piracicaba), por terem aberto as portas de seus respectivos laboratérios, contribuindo para o desenvolvimento
de algumas etapas deste trabalho;

-As funcionarias da biblioteca, pela ajuda na obtengdo de vérias informagdes;

-Aos funcionarios da Se¢ao de Pos-Graduagdo, pela atengdo e esclarecimento de varias davidas a respeito do

curso;

-A todas as pessoas do Departamento de Microbiologia, que de uma forma ou de outra muito colaboraram
para o desenvolvimento deste trabalho, recebendo-me com muita simpatia e tratando-me com muito respeito,

sempre dispostos a ajudar.



RESUMO

O tratamento fotocatalitico ¢ uma importante alternativa a desinfeccdo de aguas, uma vez que os métodos
tradicionalmente utilizados, como a cloracdo, levam a produgdo de compostos toxicos ao ser humano, como os
trihalometanos. Quando um semicondutor ¢ iluminado com luz ultravioleta, ocorre a formagao de radicais hidroxila,
responsaveis pelo processo de desinfeccao. Neste trabalho, utilizamos didéxido de titdnio em pd e um eletrodo de didxido
de titdnio como semicondutores, testando suas eficiéncias sobre a inativacdo de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Saccharomyces cerevisiae. O dioxido de titanio em po, com excecdo de Staphylococcus aureus, apresentou

uma maior eficiéncia que o filme de dioxido de titanio.



ABSTRACT

The photocatalytic treatment is an important alternative to water disinfection, once the traditional methods like
chlorination leads to the production of toxic compounds to humans, for example, the trihalomethanes.When a
semiconductor is illuminated with ultraviolet irradiation, hidroxyl radicals are generated which are responsible for water
disinfection. In this work, we used titanium dioxide powder and a titanium dioxide film as semiconductors and we
studied its efficiencies on the killing of Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Saccharomyces cerevisiae. The
suspension of titanium dioxide powder showed a better eficiency than titanium dioxide film except for Staphylococcus

aureus.
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1-INTRODUCAO

H4 uma preocupacdo crescente em desenvolver novas tecnologias para um
melhor tratamento da &gua, principalmente aquela destinada ao consumo humano. Os
métodos tradicionais empregados, como cloracdo, por exemplo, tém sido contestados. A
adicdo de fons cloro a agua pode levar a formacdo de substancias toxicas, prejudiciais
ao ser humano. Dentre estas, podemos destacar os trihalometanos, compostos organicos
mutagénicos. Além disso, a cloracdo ndo ¢ eficiente na desativagdo de alguns
patogenos, como por exemplo, Cryptosporidium sp. (DUNLOP et al., 2002).

A ozonizacdo ¢ uma alternativa atrativa em substituicao a clora¢do, uma vez que
evita a formagdo de varias substancias toxicas, como os trihalometanos, sendo
considerado um método economicamente inviavel, uma vez que requer uma grande
quantidade de energia para ser colocado em prética.

Segundo RAJESHWAR (1995), h4a basicamente 4 tipos de tratamentos
alternativos que podem ser usados para desinfeccao de aguas, dentre os quais:

-Fotolise homogénea: aplica UV diretamente em solu¢cdes contendo oxidantes como
H»0,, 0z6nio;

-Fotolise heterogénea: envolve suspensdes de semicondutores, que iluminadas geram
OH radical na interface solugdo/fotocatalisador. Deve ser diferenciada da homogénea,
onde o complexo organometalico esta dissolvido na solugdo;

-Radidlise: radiagdo de alta energia (por exemplo, raios gama), usada para irradiar a

agua a ser tratada, com geracdo de radicais;



-Eletrolise indireta: radicais OH sdo gerados no escuro, na interface eletrodo/solugdo,
contendo aditivos como H,O,.

Este projeto apresenta como base a fotdlise heterogénea, envolvendo a geragdo
de radicais OH, que juntamente com a fotolise homogénea representa um exemplo de
processo oxidativo avangado.

Os Processos Oxidativos Avangados (POA) sdo tecnologias alternativas que,
embora fagam uso de diferentes sistemas de reacdo, envolvem a geracdo de radicais
hidroxila altamente oxidantes. Devido a alta reatividade, esses radicais podem reagir
com uma grande variedade de compostos organicos (CORDEIRO et al., 2004).

Com base nos problemas mencionados, da geracdo de trihalometanos na
cloracdo, uma alternativa para o tratamento da 4dgua seria a utilizagdo de catalisadores
fotoeletroquimicos, capazes de promover sua desintoxicacdo e desinfeccdo. Os
fotocatalisadores utilizando didxido de titdnio (TiO,) se mostraram muito eficientes
para esse proposito (MATSUNAGA et al., 1985; BUTTERFIELD et al, 1997; BEMS
et al., 1999; BYRNE et al,, 1999; DUNLOP et al,, 2002; VAMATHEVAN et al,, 2002).

Quando as particulas de dioxido de titdnio sdo iluminadas por luz ultravioleta
(UV) de comprimento de onda menor que 390 nm, ¢ formado um par elétron/lacuna.
Sob iluminacdo, os elétrons sdo excitados e se movem da camada de valéncia para a
camada de conducdo. Dessa forma, a camada de valéncia fica carregada positivamente,
em fungdo da movimenta¢do do elétron, criando a lacuna, com carga positiva. Esta
lacuna ¢ capaz de provocar a oxidagdo da dgua ou ion hidroéxido na superficie do
semicondutor, levando a forma¢do de radicais hidroxila, altamente oxidantes. Estes
radicais sdo responsaveis pela oxidagdo de compostos toxicos e pela morte de bactérias
e outros microrganismos. Os elétrons, por sua vez, podem ligar-se ao oxigénio e levar a
formagdo de O, também com atividade bactericida (Figura 1). Contudo, a reacdo do
elétron com oxigénio acontece apenas quando o experimento ¢ realizado sob aeragdo
(BUTTERFIELD et al, 1997). As lacunas carregadas positivamente podem reagir com
agua ou ions hidroxido para formar os radicais hidroxila, assim como os elétrons
reagem com oxigénio, podendo levar a geragdo indireta de radicais hidroxila (equacdes

1-7) (SRINIVASAN et al., 2003).



TiO, + irradiagio = TiO, (e” + 1)
TiOx(I") + Hy04¢ = TiO; + ‘OHyq + H'
TiOx(I") + OHag = TiO; + "OHyq
TiOx(e) + 0, = TiO, + 0,”

0,"+H' > HO,

0,” +HO;" 2 0, + H,0,

TiO; (¢) + H,0, = TiO, + OH + ‘OH

(1
)

3)
4
)

(6)
(7

Segundo RAJESHWAR (1995), pode ocorrer ainda, principalmente em

fotocatalise fase gasosa, o ataque direto do substrato organico pela lacuna, sem a

presenca de intermediarios, como radicais hidroxila. Poluentes inorganicos podem ser

reduzidos a sua forma elementar e assim removidos, ou entdo podem ser convertidos a

uma forma que seja menos prejudicial ao meio ambiente, em um diferente estado de

oxidacao.
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Figura 1: Esquema da formagao elétron/lacuna e dos componentes ativos (OHy,q € O2)

no TiOs.

As particulas de didxido de titanio sdo capazes de oxidar compostos organicos a
CO,, agua e 4cidos minerais, quando iluminadas por luz UV ou luz solar. Dentre esses
compostos, destacam-se: alcanos e alquenos clorados, fendis, aromaticos, aldeidos,
acidos organicos e aminas (CRITTENDEN et al.,, 1997).

Na auséncia de um campo elétrico, a maioria dos pares elétron/lacuna voltam a
se combinar, fazendo com que mais de 95% da energia luminosa seja perdida na forma
de calor (GERISCHER et al, 1993). Segundo MILLS et al. (1997), o processo de
recombinacdo elétron/lacuna ocorre muito rapidamente, na ordem de menos de 10 ns,
no caso de TiO,.

Quando isto acontece, o processo fotoeletroquimico acaba sendo ineficiente,
uma vez que sdo produzidos poucos radicais hidroxila, responsaveis pela desinfec¢ao da
agua.

A fim de diminuir as taxas de recombinagdo entre o par elétron/lacuna, uma
séric de alternativas podem ser empregadas. VAMATHEVAN et al (2002)
modificaram a superficie das particulas de dioxido de titanio com depositos de ions
prata. BUTTERFIELD et al. (1997) aplicaram um campo elétrico ao filme de didoxido
de titanio. Sdo alternativas para aumentar a producdo de radicais hidroxila, aplicadas em
dioxido de titdnio sob diferentes condigdes (TiO, em suspensdo no primeiro caso e TiO;
como filme no segundo caso).

O uso mais antigo de TiO; foi na forma de pd, adicionado a 4gua contaminada.
A grande vantagem desse método ¢ o Otimo transporte de massa. Contudo, se as
particulas empregadas sdo muito finas, fica muito dificil remové-las da dgua purificada.
A fim de minimizar esse problema, MATSUNAGA et al. (1988) imobilizaram o p6 de
TiO, em um substrato adequado, uma membrana de acetilcelulose. Essa metodologia
permitiu maior eficiéncia, embora houvesse uma série de irregularidades na superficie
do substrato. Além disso, a imobilizacdo de TiO, diminuiu o transporte de massa.

BUTTERFIELD et al. (1997) desenvolveram um novo modelo, baseado em um

filme de TiO,. Com esse novo método, os problemas de irregularidades no substrato e



de transporte de massa foram minimizados. Atualmente, ¢ um modelo que se mostra
eficiente e sera empregado neste projeto.

Embora eficiente, o filme também apresenta alguns problemas. Se o filme ¢
muito grosso, as lacunas geradas estdo localizadas muito profundamente e dificilmente
alcancam a superficie, diminuindo assim a oxidacao de ions hidréxido. Por outro lado,
se o filme ¢ muito fino, uma quantidade pequena da luz incidente serd absorvida
(HARRISON et al, em http://www.staff.ncl.ac.uk/p.a.christensen/bugl.htm). Além
disso, os semicondutores usados nas reacdes devem ser: fotoativos; capazes de utilizar
luz visivel e/ou UV; biologicamente e quimicamente inertes; fotoestdveis e de baixo
custo (MILLS et al., 1997).

Em vista dos problemas ja mencionados de recombinagdo do par elétron/lacuna,
sera utilizado um campo elétrico, a fim de aumentar a eficiéncia do processo
fotocatalitico. A presenga de um campo elétrico facilita a separacdo de cargas, criando
um namero crescente de pares elétron/lacuna, aumentando a producdo de radicais

hidroxila.



2- OBJETIVOS

Neste projeto, serd utilizado didoxido de titdnio, em presenca de luz UV de baixa
poténcia (16 W), para verificar a taxa de mortalidade de microrganismos em suspensao.
Serd aplicado um pequeno campo elétrico a fim de otimizar o processo fotocatalitico,
através da drenagem eletronica do semicondutor. O objetivo ¢ verificar a mortalidade
das bactérias Staphylococcus aureus (Gram-positivo), Escherichia coli (Gram-negativo)
e da levedura Saccharomyces cerevisiae (eucarioto), ao longo do tempo, utilizando
TiO;, em suspensdo como referéncia e eletrodos de TiO, num sistema fotoeletroquimico.
A escolha destes microrganismos se deu devido as diferentes composicdes de suas
paredes celulares, para que pudesse ser feita uma comparacao de suas respostas frente
ao tratamento.

Inicialmente, foi ainda verificada a resposta do microrganismo Bacillus subtilis
frente a diferentes concentragdes de Na,SOs.

O processo fotoeletroquimico que serd empregado pode ser uma importante
alternativa para a desinfec¢ao de dguas de abastecimento.

O uso de lampadas de baixa poténcia permitird menor gasto energético e
diminui¢do no risco da manipulacdo do sistema fotoeletroquimico. O gasto energético
corresponde a 30% dos custos dos sistemas usuais e neste trabalho o uso de luz de baixa

poténcia permitird reduzir consideravelmente o gasto de energia elétrica.



3-REVISAO BIBLIOGRAFICA

Apesar do uso relativamente recente de dioxido de titdnio em processos
fotoeletroquimicos, a metodologia mostrou-se eficiente no processo de desinfec¢do de
agua. E possivel, através desse modelo, oxidar compostos organicos e inviabilizar
microrganismos, gracas a geracao de radical hidroxila altamente oxidante.

Segundo MILLS et al. (1997), foi durante a década de 60, que a maior parte da
teoria fotoeletroquimica de semicondutores foi desenvolvida.

A primeira célula fotoeletroquimica para a quebra da agua foi descrita por
FUJISHIMA ¢ HONDA em 1972, utilizando um fotoanodo de TiO, (rutilo) e um
contra-eletrodo de platina. Esse trabalho foi desenvolvido em uma época onde havia
grande interesse em desenvolver sistemas artificiais capazes de converter a energia solar
em energia quimica ou elétrica. Esse trabalho teve grande destaque em 1973, com a
crise do petréleo (MILLS et al., 1997).

Embora outros semicondutores (SnO,, WO3;, ZnO, CdS, ZnS, SrTiOs e Fe,03)
tenham sido usados como fotoanodos para a fotoeletrolise da agua, a disposicdo
inapropriada das bandas de valéncia e conducdo e/ou um “bandgap” muito alto, tornam
esses materiais pouco eficientes nas células fotoeletroliticas. Além disso, esses
semicondutores podem deixar algum tipo de residuo na dgua, o que torna o TiO, mais
apropriado para aplicagdo, tanto do ponto de vista de desempenho quanto da diminui¢ao

de riscos relacionados a contaminagao.



Para que o sistema fotoeletroquimico seja eficiente, os elétrons fotogerados devem se
mover através de um circuito elétrico para o contra eletrodo, ali reduzindo a espécie
aderida ao eletrodo.

A primeira utilizagdo efetiva de semicondutores para mineralizagao oxidativa de
poluentes orgéanicos veio em 1983 com o trabalho de OLLIS e colaboradores, os quais
realizaram a fotomineralizagdo de hidrocarbonetos halogenados, incluindo
tricloroetilenos, diclorometanos, cloroféormio e tetracloreto de carbono, sensibilizados
por TiO, (MILLS et al., 1997).

MATSUNAGA et al. (1985) foram pioneiros na utilizagdo de TiO, para
aplicagdo em processos de desinfeccdo. Os pesquisadores utilizaram TiO, juntamente
com platina, na propor¢ao 10:1. O p6 foi ressuspendido em 40 mL de tampao fosfato,
juntamente com células de Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus acidophilus e
Escherichia coli, separadamente. As suspensdes foram iluminadas com uma lampada de
mercurio de 400 W e em cerca de 60 min (Lactobacillus acidophilus e Escherichia
coli) ou 120 min (S. cerevisiae), as células foram completamente eliminadas. Os autores
atribuiram a inativacdo dos microrganismos a oxidagdo da coenzima A pelas lacunas
carregadas positivamente, levando a formagao de CoA dimérico, detectado nas analises
voltamétricas. Essa oxidacdo provocaria uma inibicdo da respira¢do celular, queda na
atividade metabolica e conseqiiente inativacao das células.

Em razdo dos problemas causados pela eliminagdo do pd apods o tratamento,
MATSUNAGA et al. (1988) construiram um sistema continuo de esterilizagdo,
constituido por um reator contendo uma membrana de acetilcelulose com TiO;
imobilizado. Além disso, os pesquisadores realizaram o experimento utilizando p6 de
dioxido de titanio, a fim de estabelecer uma comparagdo entre os dois processos. Os
dois sistemas foram iluminados com uma lampada de merctrio e o nimero de células
de E. coli inviabilizadas foi determinado. Em 60 min, as células de E.coli foram
completamente inviabilizadas, utilizando o fotocatalisador sob a forma de pd. Essa
esterilizagio foi completa quando utilizado um numero entre 10*-10° células. Em
concentragdes acima de 10" células por mL, o sistema apresentou uma queda em sua
eficiéncia, demonstrando que a utilizacdo de particulas do fotosemicondutor ¢ eficiente
em amostras com baixa concentragdo de bactérias. A utilizagdo de TiO, imobilizado em

membrana apresentou resultados parecidos com os experimentos conduzidos com o po.



Em amostras com concentragio acima de 10* células/mL, também houve uma queda na
eficiéncia, como ocorreu com o TiO; sob a forma de pd. No entanto, essa queda foi bem
menor, o que demonstra que o reator construido com TiO, imobilizado mostrou-se mais
eficiente na desinfec¢do, comparado com o TiO, sob a forma de po6. Isso ocorreu
provavelmente devido a baixa penetracdo de luz na suspensdao quando da utilizagdo do
p6, fazendo com que apenas as particulas localizadas na superficie apresentassem
atividade fotocatalisadora, resultando em menor taxa de morte. O TiO, imobilizado em
membrana, por outro lado, foi disposto de tal forma a aproveitar ao maximo a incidéncia
luminosa, apresentando um efeito fotocatalitico maior.

FUJISHIMA et al. (1993) verificaram a eficiéncia do efeito fotocatalitico sob a
morte de células cancerigenas in vivo e in vitro. Quando aplicaram um potencial de
0,5 V no eletrodo de dioxido de titanio, as células foram completamente inativadas
quando iluminadas por luz UV. A redugdo da viabilidade celular foi proporcional ao
aumento da fotocorrente anddica, sugerindo que as lacunas fotogeradas ¢ que estavam
envolvidas na morte celular. A fim de aplicar a metodologia para tratamento de tumores
em seres humanos, foi verificada a eficiéncia do p6 de TiO,, que ndo apresentou
citotoxicidade, podendo portanto ser empregado. Células HeLa cultivadas in vitro foram
injetadas subcutaneamente em um camundongo. Quando os tumores se tornaram
mensuraveis, os animais receberam injecdo de TiO, em tampao fosfato. Trés dias apds a
injecdo de TiO,, a pele cobrindo os tumores foi retirada cirurgicamente € os mesmos
foram irradiados diretamente com lampadas de merctrio por 1 h. A pele foi colocada
novamente e os tumores foram medidos a intervalos de 2 ou 3 dias, apresentando
significativa reducdo em seu tamanho.

Uma célula cancerigena ird morrer se sua membrana celular for danificada ou se
um dos componentes necessarios para produgdo de ATP for atacado, como reducdo de
glutationa, redu¢do de NADH, destruicdo de CoA ou FADH ocorrerem. Os
semicondutores levam a fotogeracdo de radicais hidroxila e radicais O", assim como
perdxido de hidrogénio, espécies que reagem com componentes fundamentais da célula,
levando a morte das células cancerigenas (MILLS et al., 1997).

Embora a luz usada nesse experimento ndo fosse capaz de penetrar o corpo
humano profundamente, essa modalidade pode ser usada, futuramente, para o

tratamento de tumores superficiais em 6rgdos apropriados para exposi¢do a luz, como
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pele, cavidade oral da traquéia e trato urinario. No caso de ser utilizada uma fibra de
laser como fonte de luz, esta pode ser inserida nos tecidos subcutaneos, sem necessidade
de abertura cirurgica da pele. Assim, o tratamento fotocatalitico com a utilizagdo de
TiO; sob a forma de p6, iluminado por UV, mostrou ser uma importante arma no
tratamento de cancer.

SUNADA et al. (1998) verificaram o efeito antibacteriano de um fino filme de
TiO,, na degradacdo fotocatalitica de uma endotoxina, constituinte pirogénico de
E. coli. Quando as células de E. coli eram inativadas pelo catalisador, a endotoxina das
células também era degradada eficientemente. Esse resultado mostra que o catalisador
tem atividade bactericida e atividade decompositora da endotoxina. Foi verificado que o
lipideo A era decomposto pelo fotocatalisador, levando também a inativagdo da
endotoxina.

MANESS et al. (1999) apresentaram a primeira evidéncia de que a reacao de
peroxidagdo lipidica era o mecanismo de morte das células de E. coli. Utilizando a
producdo de malondialdeido como indicador para verificar danos na membrana celular
por peroxidacdo lipidica, foi observado um aumento exponencial na producdo de
malondialdeido e que a cinética desse processo acompanhou a morte celular. Sob essas
condi¢des foram detectadas perdas concomitantes de 77-93% na atividade respiratoria,
medidas pelas quantidades de oxigénio e reducdo de 2,3,5-trifeniltetrazoliumcloreto (a
partir de succinato como doador de elétrons).

BYRNE et al. (1999) utilizaram uma célula fotoeletroquimica para oxidagdo
fotocatalitica de poluentes organicos. Uma vez que muitos residuos gerados contém
metais pesados, estes devem ser recuperados por causarem danos ao ambiente.
Utilizando dois compartimentos, um anddico e outro catddico, foi possivel recuperar
97% do cobre presente na solucdo, além de fotooxidar o poluente organico. Assim, ele
demonstrou a possibilidade de aliar o processo fotocatalitico a recuperagdo de metais
pesados, diminuindo a probabilidade de descarga de residuos toxicos no ambiente, apos
tratamento.

VAMATHEVAN et al. (2002) verificaram a oxidagdo fotocatalitica de
compostos organicos, utilizando particulas de dioxido de titdnio puras e modificadas

com ions prata. Ficou demonstrado que as particulas modificadas tiveram um maior
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desempenho. Isso porque a presenga dos ions prata diminuiu as taxas de recombinagdo
entre o par elétron/ lacuna, aumentando a eficiéncia do processo fotocatalitico.

DUNLOP et al. (2002) verificaram a remoc¢do de bactérias Escherichia coli
usando o processo fotocatalitico. Os eletrodos TiO, foram preparados pela imobilizagao
eletroforética do pé TiO,. Foram comparadas as taxas de desinfec¢do utilizando dois
tipos de eletrodos diferentes: o P25 e o Aldrich. Sob circuito aberto, o P25 apresentou
uma taxa de desinfec¢do mais rapida do que o Aldrich. Com a aplicagdo de um campo
elétrico, ambos tiveram desempenho similar. O potencial aplicado teve efeito mais
pronunciado com uma maior quantidade inicial de bactérias e com uma maior
intensidade luminosa.

BUTTERFIELD et al. (1997) utilizando um reator composto de filme de dioxido
de titanio, realizaram desinfec¢@o fotoeletroquimica da dgua, mostrando a possibilidade
de eliminar microrganismos como Escherichia coli e Clostridium perfringens. A
aplicacdo de um campo elétrico permitiu maior eficiéncia na otimiza¢do do processo
fotoeletroquimico. O reator removeu 100% de E. coli e uma boa quantidade de esporos
de C. perfringens, em apenas 25 min, um tempo relativamente rapido.

IBANEZ et al. (2003) verificaram a influéncia do tratamento fotocatalitico sobre
a inativacdo de Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Salmonella typhimurium. Foi demonstrado que o tratamento fotocatalitco pode ser uma
importante alternativa para desinfec¢do de microrganismos resistentes a radiagdes UV-
A, como ¢ o caso de Enterobacter cloacae. Apesar de resistentes a esse tipo de
irradiagdo, quando aliado o processo de fotdlise as particulas de didoxido de titanio,
obteve-se uma boa inativacdo desses microrganismos, gracas a geracdo de radicais
hidroxila.

RINCON et al. (2004), trabalhando com um consoércio de bactérias normalmente
presente em 4guas naturais, verificou a eficiéncia da fotocatélise, quando bactérias estdo
em conjunto. Foi observado que as bactérias Escherichia coli foram mais sensiveis a
fotocatalise, seguidas por outros microrganismo Gram-negativos, outros coliformes e
finalmente Enterococcus sp.

DIJKSTRA et al. (2001) compararam trés reatores fotocataliticos para
degradacdo de acido férmico: um sistema com TiO, em suspensdo, um sistema com

TiO, imobilizado em placa e um sistema com TiO, imobilizado em varias microesferas.
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As limitagcdes quanto ao transporte de massa ocorreram apenas no sistema com TiO;
imobilizado em placa. Porém, a adi¢do de ar diretamente nesse reator, aumentou sua
eficiéncia por diminui¢do nas limitacdes de transporte de massa, devido a turbuléncia
criada com a adi¢do de oxigénio. O sistema em suspensdo apresentou a maior eficiéncia.
Porém, os sistemas imobilizados sdo mais interessantes, pois ndo requerem o passo de
separagdo. A utilizagdo de TiO, imobilizado em microesferas também ndo cria
limita¢des quanto ao transporte de massa.

RINCON et al. (2001) verificaram a influéncia da adi¢do de produtos resultantes
de desinfeccdo sobre a cinética de morte de bactérias E. coli por tratamento
fotocatalitico. Os compostos adicionados foram: hidroquinona, resorcinol e catecol. A
adicao desses compostos resultaram em uma queda na atividade germicida da luz solar.
O resorcinol foi o composto que mais inibiu a fotodegradabilidade. Esses compostos sao
introduzidos no ambiente através de fontes naturais (produtos de degradacdo de acidos
humicos) ou industriais. A ldmpada utilizada emitia 0,5% de fotons em comprimentos
de onda menores que 300 nm, 7% entre comprimentos de 300 a 400 nm e o restante,
0,25%, entre 400 a 800 nm, correspondentes ao perfil do espectro solar. A inativagdo
bacteriana ocorreu pela luz solar, na presenca ou auséncia de TiO,, sendo melhor na
presenca do fotocatalisador. A presenca de hidroquinona, catecol e resorcinol inibiram
o crescimento bacteriano no escuro, enquanto sob irradiacdo aumentaram o crescimento
bacteriano. O mesmo efeito foi observado com a adicdo de TiO,. Esses compostos
protegiam a bactéria da inativacdo solar, da degradacdo fotocatalitica e da adsorcdo de
TiO,. Os compostos concorriam com as bactérias pela luz, pela acdo fotocatalitica e
pelo fotocatalisador, diminuindo a a¢do bactericida dos mesmos. Foi verificada ainda a
influéncia da adi¢do de H,0O,. A degradacao fotoquimica melhorou apos a introdugdo
desse composto, que pode ser uma alternativa a desinfec¢do por cloragdo. Assim, a
desinfeccao fotocatalitica demonstrou ser uma importante alternativa para tratamento de
aguas, uma vez que inativa microrganismos, além de reduzir compostos provenientes da
desinfeccdo, como hidroquinona, resorcinol e catecol, o que € interessante antes da
aplicacdo da cloragdo propriamente dita.

LUO et al. (2001) demonstraram que um corante da industria téxtil, o naftol azul
preto, um importante poluente, poderia ser efetivamente decomposto

fotoeletrocataliticamente, utilizando um eletrodo de WOs. Os filmes de WO; foram
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eletrodepositados em um substrato de platina. A degradagdo fotoeletroquimica do
corante foi mais rapida do que a degradagado fotocatalitica ndo eletroquimica, devido aos
efeitos da aplicacdo de potencial. A maior taxa de degradacdo ocorreu em meio acido
contendo ions CI'. Estes mesmos autores demonstraram que a utilizacdo de eletrodos de
outros materiais, além de TiO,, pode ser eficiente.

PARRA et al. (2002) realizaram fotodegrada¢dao de isoproturano, um dos
herbicidas mais comumente usados na Europa, utilizando TiO, aderido em anéis de
vidro, em um reator coaxial. Apés 60 min de fototratamento, o isoproturano foi
completamente eliminado e aproximadamente 80% do carbono orgéanico dissolvido
permaneceu na solugdo. Assim, para a mineralizacdo completa de uma solucdo de
isoproturano, foi utilizada uma combinac¢do de um reator fotoquimico e outro bioldgico,
operando em modo semi-continuo. Esse sistema acoplado empregou TiO, aderido a
anéis de vidro no reator fotocatalitico, e bactérias aderidas ao biolito no reator
biologico. Nesse sistema acoplado, 100% da concentragao de isoproturano foi eliminada
e 95% do carbono organico dissolvido foi removido. O isoproturano foi removido no
tratamento fotoquimico, gerando carbono orginico dissolvido como intermediario,
degradado no tratamento bioldgico.

BYRNE et al. (2002) utilizaram eletrodos de TiO, nanocristalinos, preparados
pela imobilizagdo eletroforética em oOxidos dopados de indio muito finos, que
mostraram grande eficiéncia na degradacdo de 4acido formico, em células
fotoeletroquimicas de um ou dois compartimentos. A aplicagdo de 1 V ao eletrodo de
TiO, resultou em aumento significativo da taxa de degradacdo do acido formico. Em
células fotoeletroquimicas de dois compartimentos, o 4cido formico foi
fotocataliticamente degradado no 4nodo, enquanto o Cu'* foi reduzido a Cu” no catodo,
quando o anodo de TiO; foi circuitado a um cétodo de cobre.

BERTAZZOLI et al. (2002) verificaram a descoloragdo e degradagdo de
poluentes organicos em solugdes aquosas através do processo fotoeletroquimico. Foram
tratados efluentes da industria papeleira, efluente simulado da indistria téxtil e efluente
de aterros sanitarios (chorume de lixo doméstico). O sistema era composto por uma
lampada, em torno da qual estavam localizados os eletrodos, dispostos de forma
concéntrica. O anodo foi de titanio revestido com 6xido ¢ o catodo, uma tela de titanio

expandida. Foi utilizada uma lampada de vapor de merctrio de 400 W. Nos efluentes
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da industria de papel e celulose, houve oxidagdo dos compostos responsaveis pela forte
coloracdo e reducdo no teor de matéria organica. Assim, o tratamento fotoeletroquimico
pode ser usado como tratamento Unico ou pré-tratamento que antecede a degradagdo
biologica. Quanto ao efluente simulado da industria téxtil, num periodo de 40 min ja
havia uma degradacdo da cor do corante. No chorume, houve desaparecimento da cor e
odor desagradavel, apos a realizacdo do tratamento.

CURTIS et al. (2002) utilizaram didéxido de titdnio imobilizado e uma fonte de
potencial, a fim de verificar se esse tratamento era capaz de matar oocistos de
Cryptosporidium sp. Foram utilizados dois tipos de eletrodo: o térmico e o sol-gel. O
reator com o filme térmico obteve o melhor efeito e foi estatisticamente diferente do
eletrodo sol-gel e dos controles. O reator sol-gel mostrou um aumento na
permeabilidade do oocisto, mas ndo foi estatisticamente diferente do controle. O melhor
desempenho do eletrodo térmico ¢ devido a melhor conversdo das lacunas em radicais
hidroxila na superficie do catalisador.

O objetivo do trabalho de KIM et al. (2003) foi desenvolver um novo
fotobiorreator para aplicacdo na esterilizagdo de bactérias patogénicas presentes em
alimentos, como Salmonellla choleraesuis, Vibrio parahaemolyticus e Listeria
monocytogenes. O aumento da concentragdo de TiO, aumentou a eficiéncia até
I mg/mL. Comportamentos similares foram obtidos para S. choleraesuis e
V. parahaemolyticus, que tiveram morte completa apos trés horas de iluminagdo.
L. monocytogenes foi mais resistente, e sua taxa de inativacao foi de 87% nesse mesmo
periodo de iluminagao.

KONDO et al. (2003) imobilizaram TiO, na superficie interna de um fotorreator
cilindrico de vidro. Uma lampada de luz negra fluorescente de 30 W de poténcia foi
introduzida no centro do reator. O fotorreator anular foi conectado a saida de um
aparelho de ar condicionado. Em presenca apenas do catalisador, sem luz, 46% e 26%
das bactérias e fungos foram inativados, respectivamente. Estes percentuais de remocao
sdo consequéncia de um processo de adsor¢do dos microrganismos no TiO, imobilizado
na superficie do vidro. Quando o ar contaminado foi forcado a passar pelo reator
fotocatalitico, verificou-se a completa inativacdo dos microrganismos. Os niveis de
destruicdo, nestas condi¢des, foram de 98% para bactérias e 99% para fungos. Os

resultados apresentados demonstram a possibilidade de se utilizar o presente sistema
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TiO,/UV na destrui¢do de microrganismos presentes no ar de ambientes fechados.
Sendo o TiO, um catalisador, o reator requer manutengdo minima.

SIMMONS (1991) verificou que Cryptosporidium parvum foi inviabilizado por
radicais hidroxila. No entanto, ele ndo utilizou o tratamento fotoeletroquimico nesse
processo. A fotocatdlise também seria provavelmente eficiente em provocar a morte
desses microorganismos, uma vez que leva a producao de radicais hidroxila.

Os radicais hidroxila sdo eficientes em provocar a morte desses protozoarios,
uma vez que o ataque oxidativo da membrana celular leva a peroxidagao lipidica. Na
membrana celular bacteriana ¢ que se encontra o sitio para a respira¢do celular e,
quando esta ¢ danificada, o processo de respiracdo fica prejudicado. A combinagdo do
dano da membrana celular, aliado ao posterior ataque oxidativo dos componentes
celulares internos, provocam a morte celular (BLAKE et al., 1999).

Assim, fica comprovado que o tratamento fotoeletroquimico mostra-se como
uma importante alternativa para a desinfeccdo de 4gua, a partir da oxidagdo de

compostos organicos poluentes e da morte de microrganismos patogénicos.

3.1- Mecanismos de acio microbicida

Virias hipoteses foram propostas com o intuito de explicar como o tratamento
fotocatalitico ou fotoeletroquimico inviabilizam microrganismos.

Segundo MATSUNAGA et al. (1985), a morte dos microrganismos ¢ devido a
oxidacdo da coenzima A pelas lacunas carregadas positivamente, levando a formacao de
CoA dimérico, detectado nas andlises. A oxida¢do da CoA provocaria uma inibi¢cdo da
respira¢do celular, queda na atividade metabolica e conseqiiente inativacdo das células.
Estes autores ndo observaram a destruicdo da parede celular por microscopia 6ptica ou
eletronica.

SAITO et al. (1992) observaram a destruicdo da parede celular e desordem da
membrana celular de estreptococos mutantes, seguido por rapida perda de ions potassio
e vagarosa diminui¢do de proteinas e RNA, que causariam a inativacdo das células.

BEKBOLET et al. (1996) concluiram que haveria a necessidade de um tempo
maior de exposi¢do ou uma irradiagdo mais efetiva para destruir as bactérias Gram-

negativas pois a parede celular dessas bactérias apresentam uma estrutura mais
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complexa (membrana plasmatica revestida por uma parede de peptideoglicano, por sua
vez revestida por uma membrana externa composta de proteinas, lipideos e
polissacarideos) do que a parede das Gram-positivas.

KUHN et al. (2003) realizaram tratamento de superficie revestida com TiO, e
este mostrou-se eficiente contra os microrganismos E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecium. Em Candida albicans também houve
redu¢do no numero de células, embora menor. As andlises em microscopia eletronica
sugeriram que a destrui¢do se deu devido ao dano direto provocado na parede celular
pelos radicais hidroxila. Houve grande redugdo no niimero de bactérias em apenas
60 min. As bactérias que morreram mais rapidamente foram E. coli, seguida por
Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, E. faecium e C. albicans. E. coli e Pseudomonas
aeruginosa apresentam a parede celular mais fina por serem Gram-negativas, dai
morrerem primeiro. S. aureus € E. faecium sdo Gram-positivos e apresentam uma
parede celular mais espessa, dai morrerem depois. Por fim, C. albicans apresentou a
maior resisténcia, pois possui uma grossa parede celular, tipica dos eucariotos.
SUNADA et al. (1998) demonstraram que um substrato revestido por TiO; iluminado
foi capaz de matar E. coli e destruir os compostos toxicos resultantes dela. A
degradagdo da endotoxina demonstra que o fotocatalisador ndo apenas inativa a
bactéria, mas a destroi, eliminando a membrana externa dos microrganismos.

MANESS et al. (1999) apresentaram a primeira evidéncia de que a reacao de
peroxidagdo lipidica era o mecanismo de morte das células de E. coli. A fotocatalise
promoveu a peroxida¢do de componentes fosfolipidicos poliinsaturados da membrana
lipidica, induzindo desordem na membrana celular. Subsequentemente, fungdes
essenciais que dependiam da membrana celular intacta, como atividade respiratodria,
foram perdidas e, por conseqiiéncia, ocorreu a morte celular.

O inicio da peroxidagdo lipidica requer alguma forma de ataque radical.
Contudo, uma vez iniciada, a reacdo se propaga, gerando um radical perdxi
intermediario que, por si s, passa por peroxidacdo com outra molécula lipidica
insaturada. As reagdes em sequéncia levam a destruicao da fase lipidica, que € a propria
membrana celular.

A alteracdo na arquitetura da membrana causada pela peroxidacao lipidica leva a

mudangas conformacionais em muitas proteinas ligadas a ela, causando alteracdes em
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sua semipermeabilidade. Assim, componentes internos da célula, por consequéncia,
também podem ser atacados pelos radicais hidroxila.

SUNADA et al. (2003) verificaram a influéncia da deposi¢do de cobre sobre
filmes de TiO,. A adig¢@o de cobre a superficie do eletrodo aumentou a inativa¢do das
bactérias. Foi observado que sob irradiagdo de baixa intensidade, os radicais hidroxila
gerados a partir das particulas de didoxido de titdnio reagiriam com a parede celular e
membrana plasmatica de E. coli, levando a uma desestruturagdo e conseqiiente queda na
seletividade da membrana, permitindo que mais ions cobre adentrassem a célula,
aumentando a inativacdo dessas bactérias.

HUANG et al. (2000) desenvolveram um método sensivel usando o-nitrofenol [3-
D-galactopiranosidio como sonda e a E. coli como célula modelo. O tratamento de
E. coli com TiO; e luz UV resultou em aumento imediato na permeabilidade a pequenas
moléculas como o-nitrofenol B-D-galactopiranosidio e fuga de grandes moléculas como
B-D-galactosidase, ap6s 20 min. O dano da parede celular ocorreu em menos de 20 min,
seguido por um dano progressivo da membrana citoplasmatica e componentes
intracelulares. O dano da parede celular seguido por dano da membrana citoplasmatica
levaram a um ataque intracelular direto, sendo que as particulas menores de TiO,
causaram dano intracelular mais rapidamente. A bactéria E. coli foi induzida a produgao
de pB-D-galactosidase, composto detectado pela sonda o-nitrofenol [-D-
galactopiranosidio (ONPG).

Sob condigdes normais, o ONPG tem pouca acessibilidade a f-D-galactosidase
intracelular. O substrato ONPG tem que se difundir através da membrana externa e ser
transportado através da membrana citoplasmatica, antes de reagir com
B-D-galactosidase intracelular. Tanto o aumento na permeabilidade da membrana a
ONPG quanto a perda de B-D-galactosidase para o exterior, podem demonstrar indicios
de que esta ocorrendo alteragdes na parede celular ou na membrana citoplasmatica.

Quando a integridade do envelope celular fica comprometida, componentes
intracelulares comecam a sair da célula e particulas livres de TiO, podem difundir na
célula danificada e atacar dirctamente os alvos secundarios. Uma vez dentro da célula,
os alvos do ataque fotocatalitico podem incluir enzimas e DNA.

Neste trabalho de HUANG et al. (2000), foi demonstrado que células tratadas

com TiO; continuam a perder sua viabilidade, mesmo depois da luz UV ser desligada.
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Isso porque, provavelmente, certas reagdes letais continuam a se propagar mesmo
depois de cessada a luz UV, pois elas continuam a ocorrer via peroxidacdo de lipideos

por cadeias de radicais livres.

3.2-Cuidados com o sistema fotoeletroquimico

WIST et al. (2002) realizaram a desinfec¢do fotoeletroquimica com E. coli em
agua destilada e em 4gua proveniente do rio Cauca (Cali, Colombia). Apds a
desinfeccdo em agua destilada, a solugdo foi deixada no escuro por cerca de 24 h e
nesse periodo ndo houve nova proliferacdo de bactérias. Contudo, os experimentos
conduzidos com &gua natural, apos serem deixados no escuro por 24 h, apresentaram
uma nova proliferacdo de bactérias, em niimeros maiores que o nimero inicial. Esse
fato demonstra a falta de efeito residual das particulas de TiO, apds cessada a
irradiagao.

Alguns mecanismos foram propostos para tentar explicar porque na dgua natural,
apoOs cessada a irradiacdo, o numero de bactérias ficou maior que o niimero inicial.
Dentre eles, temos: a) algumas bactérias danificadas durante o tratamento foram capazes
de crescer novamente, em detrimento das células mortas; b) algumas bactérias que
estavam em estado latente durante a iluminagdo, recuperaram sua capacidade de
recoloniza¢do em condigdes de menor estresse; c¢) algumas bactérias que estavam em
estado latente antes da iluminagdo, se multiplicaram em condi¢cdes que seriam de
estresse para outras bactérias, contribuindo para a populagdo final, apds cessada a
iluminacao.

Assim, as condi¢des de estresse poderiam ativar outros mecanismos metabdlicos
das bactérias. Além disso, o tratamento fotocatalitico poderia fornecer novas fontes de
nutrientes para os microrganismos, devido as acdes na biomassa e nos compostos
organicos.

Esses resultados demonstram a necessidade de maiores estudos no periodo de
pés-tratamento, principalmente em agua natural, pois a dgua destilada ndo reproduz as
condi¢cdes que ocorrem na realidade. Esse estudo ¢ importante, uma vez que a agua
natural, apds o tratamento, apresentou um niimero de microrganismos maior do que nas

condigdes iniciais, anteriores ao tratamento, possivelmente devido a presenga de
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bactérias resistentes que recuperaram seu crescimento quando em condi¢des mais
favoraveis ou devido as possiveis novas fontes de nutrientes obtidas a partir da
modificacdo da matéria organica presente na agua (WIST et al. 2002).

Segundo MILLS et al. (1997), apesar das inimeras vantagens do tratamento
fotoeletroquimico sobre os métodos convencionais, este método também apresenta
algumas desvantagens, dentre as quais, a falta de capacidade de desinfecc¢ao residual e a
lenta cinética de desativacao das células. Sem contar a possibilidade dessa metodologia
gerar intermediarios estdveis, mais toxicos que os substratos organicos iniciais.
Finalmente, a destrui¢do de muitos substratos organicos pode gerar produtos que

desativem o fotocatalisador.
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4-MATERIAIS E METODOS

4.1-Preparacio do inoculo de bactérias e leveduras

4.1.1-Bactérias

As cepas utilizadas foram: Escherichia coli CCT 1457 e Bacillus subtillis CCT
2576, ambas obtidas no Departamento de Bioquimica da UNESP (Rio Claro). A cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 9144 foi obtida a partir de doacdo do Instituto Biologico
(Sao Paulo).

As culturas de S. aureus e de E. coli foram obtidas a partir de dois repiques
consecutivos. O primeiro em meio solido de 4dgar nutriente , incubado a 28°C por 24 h.
O segundo em 10 mL de meio de cultura liquido de caldo nutriente, incubado a 28-30°C
por 24 h, sob agitacdo. Os componentes do meio de caldo nutriente foram peptona (5g)
e extrato de carne (3g), dissolvidos em 1 L de 4gua destilada. Para a preparacdo do agar
nutriente, foram adicionados 17g de dgar ao caldo nutriente.

As culturas de Bacillus subtillis inicialmente utilizadas foram repicadas da
mesma forma que as culturas de E. coli.

Desses 10 mL, 2 mL foram centrifugados por aproximadamente 10 min
utilizando rotagdo de 4000 g, a fim de decantar as bactérias. Em seguida, a suspensao
foi lavada duas vezes em Na,SO4 200 mg/L. Foi utilizado 1mL da suspensdo para

verificar a eficiéncia do efeito fotoeletroquimico.
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4.1.2-Saccharomyces cerevisiae (leveduras)

Foram diluidos 5 g de fermento, de uso comercial, em 150 mL de dgua destilada.
Essa suspensao foi centrifugada e ressuspendida em 500 mL de sulfato de sddio 200

mg/L. Desses 500 mL, 250 mL foram utilizados no reator fotocatalitico.

4.2-Tratamento fotocatalitico

Inicialmente, o didxido de titanio foi utilizado sob a forma de p6. Foram diluidas
0,5 gramas de TiO, marca Vetec em 250 mL de solucdo sulfato de sodio 200 mg/L.
Esta metodologia foi usada apenas como parametro para avaliacdo da eficiéncia do
processo fotoeletroquimico.

A célula eletroquimica foi composta por um eletrodo de trabalho, um eletrodo de
referéncia e um contra-eletrodo. O eletrodo de trabalho correspondeu a uma placa de
titAnio recoberta com oOxido de titdnio gerado termicamente, de 5 cm por 5 cm,
totalizando uma area de 25 cm’ em uma das faces. O eletrodo de referéncia foi
constituido por um fio composto de prata e cloreto de prata. O contra-eletrodo, por sua
vez, correspondeu a uma rede de niquel com 8,5 cm de didmetro. Nesta célula
eletroquimica foram colocados 250 mL de solucdo de sulfato de sodio. A fim de reduzir
os efeitos do transporte de massa, a solugdo contendo a suspensdo bacteriana foi
mantida sob agitagdo por barra magnética, durante o decorrer do experimento (Figura
2).

A preparagdo do eletrodo envolveu o aquecimento da placa de Tia 750°C por 10

min, para gerar o 6xido TiO,.
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Figura 2: Desenho da célula eletroquimica utilizada. a) 2 x 8§ W lampada de luz negra;
b) eletrodo de referéncia Ag/AgCl; c¢) contra-eletrodo de rede de niquel; d) eletrodo de
trabalho.

Nos experimentos, foram utilizados ImL da solugdo bacteriana e da solucao de
250 mL de leveduras, preparadas previamente. O filme de TiO; foi irradiado utilizando
duas lampadas UV-A, com poténcia 8 W (A entre 300 e 400 nm, com pico em
aproximadamente 380 nm).

O  processo  fotoeletroquimico  foi  conduzido  utilizando-se o
Potenciostato/Galvanostato da AUTOLAB. Foi aplicada uma voltagem de 1,4 V,
verificando-se o valor da fotocorrente gerada, determinada por fotocorrente medida
ponto a ponto (Figura 9). Como controle, foi também verificado o valor da corrente
gerada, sob o mesmo potencial, quando na auséncia de luz.

No caso das bactérias foram coletadas amostras nos tempos 0, 10, 20, 30, 40, 50
e 60 min, as quais foram diluidas e plaqueadas para posterior contagem das colonias
formadas. Para o experimento conduzido com as leveduras, as amostras foram colhidas
nos tempos 0, 30, 60, 90, 120 e 150 min, sendo que as células foram contadas em

camara de Neubauer, apos coloracdo com eritrosina.
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4.3-Contagem do numero de bactérias

As amostras colhidas nos tempos 0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 min foram diluidas
em solucio salina 0,85%m/v, nos fatores de dilui¢do 107, 10~ e 10™*. Foram plaqueados
100 puL das suspensdes com diluigdo 10° e 10™, em meio dgar PCA. Em seguida, foi
contado o nimero de células viaveis, calculando assim a porcentagem de sobreviventes
apos tratamento fotocatalitico por UFC (Unidades Formadoras de Colonia).

A cada conjunto de experimentos, as amostras eram plaqueadas em triplicata, a
fim de se obter uma melhor estimativa. O fator de diluigdo 10™ foi mais preciso e,
portanto, foi utilizado para fins de contagem. O fator de diluigdio 10 foi utilizado
apenas como controle da diluigdo 107,

A cada conjunto de experimentos, foram plaqueadas solucdo salina e de sulfato

de so6dio sem suspensdo bacteriana, apenas para verificar se estavam contaminadas.

4.4-Contagem do numero de leveduras

As amostras foram retiradas nos tempos 0, 30, 60, 90, 120 e 150 min e diluidas
na propor¢ao 1:10. Em seguida, foram coradas com eritrosina, corante proprio que
indica as células mortas e vivas. Aquelas coradas em vermelho estavam mortas,
enquanto que as ndo coradas, representavam as células resistentes ao tratamento. A
contagem foi feita em camara de Neubauer. A partir do niimero de células obtido em
cada intervalo de tempo, foi possivel calcular a taxa de sobrevivéncia e a eficiéncia do
efeito fotocatalitico.

As contagens foram feitas em triplicata, a fim de garantir a confiabilidade dos

resultados.

4.5- Caracterizacao das particulas de diéxido de titanio e das fontes de irradiacao

As particulas de dioxido de titanio foram analisadas em microscopio eletronico

de varredura e difratdmetro de raio X.



24

As andlises de microscopia eletronica foram feitas em microscopio eletronico de
varredura da marca Zeiss DSM 940-A a 5 kV, na Escola Superior de Agricultura Luiz
de Queiroz (ESALQ), em Piracicaba.

O po de dioxido de titanio foi colocado diretamente sobre suporte com ajuda de
cola e observado.

O difratdometro usado foi da marca SIEMENS, modelo D 5000, operando com
um tubo de alvo de cobalto a 35 kV e 25 mA, filtrado com um monocromador
secundario de ferro. Os difratogramas foram obtidos na faixa 26 de 3° a 70°. As analises
foram realizadas no Instituto de Geociéncias (IGCE) da UNESP — Rio Claro.

Para a medida dos comprimentos de onda emitidos pelas ldmpadas do tipo luz
negra e germicida, utilizou-se um espectrometro marca Ocean Optic, modelo USB-2000

(UV-Vis). As medidas foram feitas no Instituto de Fisica de Sao Carlos (USP).
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5-RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1-Caracterizagdo das particulas de dioxido de titanio

O dioxido de titdnio em po6 utilizado nos experimentos foi observado sob
microscopia eletronica de varredura, para verificar a disposicdo e organizacdo das
particulas e para estimativa do tamanho das mesmas.

Conforme pode ser observado na Figura 3, as particulas ndo se encontram
isoladas, mas sim formando aglomerados. Dai a importancia de se manter uma continua
agitacdo da suspensdo contendo as bactérias. Essa agitacdo ¢ importante ndo apenas
para garantir que toda a suspensdo seja iluminada pelos raios ultravioleta, para que os
radicais hidroxila sejam formados e também para garantir que esses aglomerados de
particulas se desfacam, permitindo que os pares elétron/lacuna sejam formados com

maior eficiéncia.
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Figura 3: Particulas de didéxido de titanio observadas em microscopio eletronico de

varredura (escala 1cm:100 pm).

Aumentando a resolugdo da amostra observada em microscopio, € possivel
verificar que as particulas sdo muito pequenas, constituindo um péd fino. Com essa
resolugdo, foi possivel estimar o tamanho das particulas em aproximadamente 30 nm

(Figura 4).

Figura 4: Particulas de didxido de titanio observadas em microscopio eletronico de

varredura (escala 1cm: 400 nm).

Para se conhecer a constituicdo das particulas de dioxido de titanio, foram feitas

andlises em difratdmetro de raio-X. Conforme pode ser observado na Figura 5, as
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particulas de didxido de titdnio utilizadas, da marca comercial VETEC, apresentam
constituicdo cristalina 100% anatase, sendo que os picos para rutilo ndo aparecem neste
oxido. A caracterizacdo das particulas de dioxido de titdnio da referida marca
apresentam constituicdo semelhante a da marca Aldrich. Essa constituicdo apresenta
resultados diferentes aos das particulas P25-Degussa (80% anatase, 20% rutilo)
utilizadas na maioria dos trabalhos fotocataliticos. O fato das particulas aqui utilizadas
apresentarem constituicdo 100% anatase ¢ um dado interessante, uma vez que existem
poucos trabalhos com a referida constitui¢do, além do fato de que as particulas anatase
apresentam atividade fotocatalitica comprovadamente melhor.

O filme de didxido de titanio, de acordo com CHRISTENSEN et al. (2003), que
realizaram tratamento semelhante para obtencdo do eletrodo térmico, apresenta 100%

de rutilo.

| .. H_M_
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Figura 5: Difratometro de raio-X das particulas de dioxido de titdnio em po.
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5.2-Caracterizagao das lampadas do tipo luz negra e germicida

As lampadas do tipo luz negra, de baixa poténcia (8W), utilizadas nos
experimentos apresentam comprimento de onda na faixa dos 300-400 nm, com pico em
380 nm (Figura 6). Sdo lampadas do tipo UV-A, irradiacdo esta de baixa energia, que
ndo causa danos graves ao ser humano. A utilizacdo dessas lampadas ¢ interessante do
ponto de vista de manejo, uma vez que elas ndo causam queimaduras ou cancer de pele,

sendo de facil manipulagdo.
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Figura 6: Espectro luminoso da lampada do tipo luz negra utilizada nos experimentos.

A lampada germicida utilizada, de poténcia 15 W, apresenta comprimento de
onda com pico em 250 nm (Figura 7). E uma lampada com radiagdo do tipo UVC, de
alta energia, capaz de causar sérias queimaduras nas pessoas que manipularem este tipo
de lampada. Apesar de serem mais eficientes do ponto de vista bactericida, por
causarem danos irreversiveis ao DNA bacteriano, elas sdo de alto custo econdémico €

requerem cuidadoso manejo, pois sua irradia¢do ¢ danosa ao ser humano.
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Figura 7: Espectro luminoso da lampada de 15 W (germicida) utilizada nos
experimentos com Escherichia coli.

5.3-Desinfeccao fotocatalitica e fotoeletroquimica de E. coli

Conforme pode ser observado pela Figura 8, quando o tratamento ¢ realizado
com TiO; sob a forma de po, as bactérias sdo eliminadas totalmente num intervalo de
tempo de 60 min. O efeito ocorre apenas na presenca de TiO, e luz ultravioleta,
simultaneamente. Nos experimentos realizados apenas com o p6 ou com a luz, ndo foi
verificada a inativagdo das bactérias. O pequeno desvio no tempo 10 min, da curva
obtida com a utilizacdo do p6 e UV, se deve a problemas de homogeneizagdo da
amostra, que leva a erros no momento da coleta das aliquotas.

O efeito bactericida ocorre devido a produgdo de radicais hidroxila. Quando as
particulas de dioxido de titanio sdo iluminadas por ultravioleta, os elétrons se movem da
banda de valéncia para a banda de conducdo. Em sua superficie, sdo criados pares
elétron/lacuna. As lacunas carregadas positivamente levam a oxidacdo da dagua,
produzindo radicais hidroxila, altamente oxidantes.

IRELAND et al. (1993) utilizaram agua potavel para verificar a desinfecgdo e
devido a cloragdao da mesma, adicionaram tiossulfato de sddio a fim de retirar o cloro da
amostra. Em um volume de 12 L de 4gua, foram adicionadas as culturas de E. coli,

sendo que a amostra era recirculada no reator numa taxa de fluxo de 2 L/min. Apos 44
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min, foi detectado pelos autores um forte cheiro de enxofre, resultado da reacdo entre
OH radical e tiossulfato inorganico, formando gas SO,, o que demonstra que de fato
estava havendo a produgdo de OH radical, provavel causa da morte bacteriana, devido
ao seu alto poder oxidativo.

No experimento, foi utilizada uma concentragao de 2g/L de TiO,. Acima desse
valor, o poder de desinfeccdo diminui, uma vez que as particulas podem prejudicar a
passagem de luz através da suspensdo, criando um efeito de sombra. Com esse efeito de
sombra, apenas as particulas localizadas na superficie sdo atingidas pela luz, e por
consequéncia, apenas as bactérias ai localizadas sdo inativadas, diminuindo o poder de

desinfec¢ao como um todo.
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Figura 8: Efeito da atividade fotocatalitica sobre a morte de Escherichia coli ao longo
do tempo. Aproximadamente 10° bactérias foram eliminadas. (¢) TiO, em p6 +UV; ()

apenas TiO, em pd, sem UV; (¢ ) apenas UV, sem po.

No entanto, a utilizagdo de uma maior quantidade de TiO, poderia incrementar a
atividade fotocatalitica, caso a luz pudesse ser totalmente reaproveitada, principalmente
quando o nimero de bactérias presente na suspensdo for alto. MATSUNAGA e seus

colaboradores (1995) desenvolveram um sistema de fibras Opticas emissoras de luz
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difusa, constituidas de poli-metil metacrilato e fluororesina. Essas fibras sdo conectadas
a lampada emissora de luz e sdo capazes de penetrar na solugdo a ser tratada. O efeito
bactericida obtido ¢ alto, sendo até 4 vezes superior ao sistema convencional, devido ao
maior aproveitamento da luz. Esse sistema ¢ muito bom quando se deseja tratar uma alta
concentragdo de bactérias, que também requerem uma grande quantidade de TiO,,
obtendo-se resultados positivos e mais rapidos.

A utilizagdo do pd, apesar de mais eficiente, apresenta alguns problemas. Um
deles, ja mencionado, refere-se ao uso de uma concentragdo adequada, pois do contréario
as particulas excessivas podem barrar a entrada de luz, diminuindo a taxa de
desinfeccdo. O outro problema, mais complexo, estd relacionado as dificuldades de
eliminag@o do pd apos o tratamento da suspensao.

A fim de solucionar os problemas quanto a eliminag¢do do p6, apds o tratamento,
neste projeto, utilizamos uma placa de titdnio recoberta com camada de oxido, que
funcionou como um eletrodo. A esse eletrodo, conectamos um contra-eletrodo,
constituido de uma rede de niquel, sobre os quais aplicamos um potencial anddico de
1,4 V. A aplicagdo deste potencial é baseada nos trabalhos de HARPER et al. (2001) e
CHRISTENSEN et al. (2003), que relataram a otimizagao do processo de desinfecgdo a
partir da aplica¢do de um campo elétrico.

Assim, neste trabalho, utilizamos um eletrodo de TiO,, do tipo térmico, uma vez
que este tipo apresenta melhores eficiéncias do que eletrodos que receberam outros
tratamentos. HARPER et al. (2001) e CHRISTENSEN et al. (2003) compararam as
eficiéncias de eletrodos térmicos e do tipo sol-gel. Em ambos, foi verificada a melhor
eficiéncia dos eletrodos térmicos sobre a desinfec¢do de E. coli. Isso porque os
eletrodos térmicos reagem melhor ao efeito de otimizagdo provocado pelo campo
elétrico, que diminui as taxas de recombinagdo elétron/lacuna. No eletrodo sol-gel, as
particulas sdo menores e muitas vezes, a aplicacdo do campo elétrico ndo ¢ suficiente
para diminuir as taxas de recombinacao elétron/lacuna.

O campo elétrico aplicado tem a fungdo de deslocar os elétrons da banda de
conducdo do eletrodo de trabalho (di6xido de titanio) para o contra-eletrodo. Os elétrons
assim deslocados sdo impedidos de se recombinar novamente com as lacunas, na placa
de TiO,. Sem os processos de recombinagdo, todas as lacunas geradas reagirdo com a

agua, levando a maior producdo de radicais hidroxila.
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O potencial aplicado ao eletrodo foi de 1,4 V anddico. Conforme podemos
verificar pela Figura 9, esse potencial ¢ adequado, pois ¢ quando o eletrodo comeca a
apresentar um bom desempenho. A aplicagdo de potenciais maiores pode melhorar a
atividade do eletrodo, mas além de menos vantajosa, economicamente falando, pode
levar a perdas na capacidade do eletrodo. Isso ocorre porque potenciais muito altos,
apesar de levarem inicialmente a um melhor desempenho do processo de desinfeccdo,
posteriormente podem provocar a deposicdo de materiais indesejaveis na superficie do
eletrodo, levando a perdas em sua atividade. Assim, o potencial aplicado de 1,4 V, além
de ndo danificar o eletrodo ao longo do tempo, permite um Otimo processo de
desinfecgao.

Conforme podemos verificar pela Figura 10, a utilizagdo do TiO, em um filme,
constituindo um eletrodo, também apresentou boa eficiéncia. Em 60 min,
aproximadamente 60% das bactérias foram eliminadas. A aplicacdo apenas do potencial
ndo foi suficiente para provocar a inativa¢ao das bactérias, uma vez que este potencial €
muito pequeno, ndo sendo capaz de gerar correntes altas o suficiente para exterminar
microrganismos por eletrélise. A iluminacdo do eletrodo, sem aplicacdo de potencial,
também ndo foi capaz de exterminar as bactérias, uma vez que sem a presenca do
campo elétrico, praticamente todos os pares elétron/lacuna acabam se recombinando na
fina superficie do filme de TiO,. Os pequenos desvios observados nas curvas controle
(aplicacdo s6 de potencial ou aplicagdo apenas de UV), onde se observa em alguns
pontos valores maiores do que aqueles observados no tempo 0 min, se deve a problemas
de homogeneizacdo, levando a uma variagdo pequena no nimero de bactérias, no
momento de se pegar as aliquotas. No entanto, esses desvios sdo pequenos e conforme
pode ser observado, a curva se mantém praticamente constante nos controles. Isso
demonstra que a aplicagdo apenas do potencial ou apenas da luz UV ndo ¢ capaz de
inviabilizar as bactérias E. coli.

Na Figura 11, pode ser observado que o TiO; utilizado sob a forma de po
apresenta resultados mais satisfatorios, uma vez que ndo héa limitagcdes no transporte de
massa. Além disso, a utilizagdo do pd permite uma superficie de contato muito maior
com os microrganismos do que uma placa de TiO,. Assim, os resultados estdo dentro do

esperado, quando comparado com a literatura.
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obtidos por

CHRISTENSEN et al. (2003), cujo trabalho demonstrou uma melhor eficiéncia dos

eletrodos sol-gel e térmico, quando comparados com o po6. Os resultados de

CHRISTENSEN et al. (2003) estdo fora do esperado provavelmente porque utilizaram

uma alta concentragdo de pé de TiO; (cerca de 8g/L), provocando o efeito de sombra ja

comentado, que foi responsavel pela queda da eficiéncia do pé.
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Figura 9: Correntes medidas ao longo de vérios valores de potencial, ponto a ponto, a

fim de determinar o melhor potencial a ser trabalhado .

auséncia de luz; (¢ ) correntes medidas sob iluminagao.
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Apesar do melhor desempenho apresentado pelo po, as dificuldades relacionadas
a sua eliminag@o da suspensdo fazem com que o TiO, imobilizado ou a utilizagdo de um
eletrodo seja a melhor opgao.

Ha algumas alternativas que podem melhorar o desempenho do eletrodo. Além
do fator j4 mencionado, como a aplicagdo de um potencial, o aumento de area da
superficie da placa a tornam mais eficiente. IRELAND et al. (1993) verificaram a
influéncia da adi¢do de perdxido de hidrogénio sobre a desinfec¢do. O H,O, age como
um aceptor de elétrons irreversivel, reduzindo a taxa de recombinagdo elétron/lacuna,
produzindo mais radicais hidroxila pelas reagdes: H,O, + epe = OH 9 + OH ;
H,0, + Oy & OHpg + OH™ + O, aumentando a eficiéncia e rapidez do processo de
desinfecgao.

A disposicdo do eletrodo em relacio a fonte luminosa também ¢ muito
importante. MATSUNAGA et al. (1988) imobilizaram TiO, em membrana de
acetilcelulose e obtiveram um resultado melhor do que com a utilizagdo de p6. O
dioxido de titanio imobilizado apresentou uma maior eficiéncia principalmente quando
se tratou uma grande quantidade de bactérias, pois nessas circunstancias, a quantidade
de p6 que deveria ser adicionada seria muito grande, provocando os efeitos indesejaveis
de sombra. A membrana foi disposta de tal forma que permitia um maximo contato com
a fonte luminosa, uma vez que as perdas de energia eram pequenas, garantindo uma
maior eficiéncia.

WEI et al. (1994) verificaram a influéncia de varios fatores sob a atividade
fotocatalitica em E. coli. A composicdo do fluxo de gases na solugdo exerceu um efeito
intenso na atividade bactericida de TiO,. Quando nitrogénio foi borbulhado na solugao,
a atividade bactericida foi praticamente nula. Por outro lado, quando oxigénio foi
borbulhado na solugdo, a atividade bactericida aumentou progressivamente, conforme
havia aumento da concentracdo de O,. Isso acontece porque o oxigénio reage com 0s
elétrons gerados na banda de condugdo, produzindo O, que exerce atividade
bactericida. Além disso, o O, funciona como um aceptor de elétrons, diminuindo assim
as taxas de recombinacdo elétron/lacuna e levando indiretamente a consequente
formag¢do de mais radicais hidroxila.

Segundo RAJESHWAR (1995), no entanto, quantidades excessivas de H>O; ou

oxigénio podem provocar efeitos deletérios na atividade fotocatalitica. Isso porque, o
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excedente desses compostos comecam a consumir OH radical, diminuindo a atividade
bactericida.

A adigio de fons aceptores de elétron, como por exemplo, Ag' e outros, pode
otimizar a atividade fotocatalitica. Isso ocorre porque esses ions atuam retirando o
elétron da banda de condugdo, diminuindo as taxas de recombinagdo elétron/lacuna e
levando a uma maior produg¢do de radicais hidroxila. No entanto, deve-se tomar cuidado
com as quantidades e os tipos de ions adicionados, uma vez que eles podem levar a
contaminag¢ao da agua.

O desenho dos reatores também ¢ muito importante. A maneira como a luz ¢
aproveitada deve ser levada em consideragdo, pois quanto maiores as perdas, menor a
eficiéncia do processo. O reator do projeto apresenta como vantagem a simplicidade e o
facil manejo, porém leva a grandes perdas de luz, dai a perda da eficiéncia. Reatores um
pouco mais complexos podem levar a um maior aproveitamento da luz.

Assim, apesar da menor eficiéncia do eletrodo comparado ao pd, devido aos
efeitos de transporte de massa, através de medidas operacionais relativamente simples, é
possivel aumentar a atividade fotocatalitica do TiO, imobilizado ou de um eletrodo de

titdnio, sem apresentar os inconvenientes residuais de eliminacgao do po.

5.4-Desinfec¢ao fotocatalitica de E. coli utilizando lampada de 15 W germicida

A fim de verificar a influéncia do tipo de fonte luminosa sobre o processo de
desinfeccao fotocatalitica, foram realizados experimentos com didéxido de titdnio em po,
iluminado por lampada UV germicida de 15 W.

Conforme podemos perceber pela Figura 12, num periodo de apenas 10 min,
todas as bactérias foram praticamente eliminadas. Esse efeito se deve a a¢do da lampada
UV e ndao do TiO,. As particulas de didoxido de titanio praticamente ndo sdo
sensibilizadas em baixos comprimentos de onda (menores que 300 nm), tipicos das
lampadas germicidas do tipo UV-C. Além disso, essas lampadas sdo muito fortes,
capazes de inviabilizar as bactérias mesmo agindo sozinhas.

No entanto, o tratamento fotocatalitico, apesar de mais lento, ainda ¢ preferivel
em relagdo ao tratamento com lampada germicida. A utilizacdo de lampadas UV-C

fornecem riscos ao operador, pois causam danos e mutacdes em DNA humano. Além
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disso, muitas vezes a superficie ou a suspensdo ndo ¢ totalmente atingida pela
irradiagdo, que pode ser barrada por algum equipamento, ndo desinfetando totalmente a
area a ser tratada. Os métodos de ozonizagdo, nos quais se baseiam a utilizacdo de
lampadas UVC também apresentam alto custo, sendo algumas vezes economicamente

invidveis (MILLS et al., 1997).
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Figura 12: Efeito do tratamento fotocatalitico sobre Escherichia coli, utilizando

lampada UV germicida de 15 W.

5.5 -Desinfeccao fotocatalitica e fotoeletroquimica de Saccharomyces cerevisiae

Conforme observado na Figura 13, a utilizagdo de TiO, em po praticamente nao
eliminou as células de S. cerevisiae em 150 min. As leveduras sdo organismos
eucarioticos, dotados de uma parede celular espessa, dificil de romper. Portanto, seria
esperada uma maior resisténcia desses microrganismos ao tratamento. Talvez num
maior tempo de exposicao seja possivel verificar a inativagdo de algumas das células.

MATSUNAGA et al. (1985) conseguiram observar a morte de leveduras em um
periodo de 120 min, utilizando o tratamento fotocatalitico. No entanto, as condigdes
experimentais foram diferentes. Muitos fatores influenciam o processo de desinfecgao,

como o tipo de fotocatalisador utilizado, a agitacdo, a fonte luminosa, o tamanho das
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particulas e outros. Assim, as diferentes metodologias explicam as diferengas de
resultados observados.

No tratamento fotoeletroquimico, seria esperada uma menor eficiéncia
comparada ao tratamento fotocatalitico. Conforme pode ser observado na Figura 14,
assim como no tratamento com o didxido de titdnio em pod, o tratamento utilizando o

eletrodo também ndo mostrou-se capaz de inviabilizar as leveduras.

100 T )

I:././l\. ., 1

80 -+ -

9 I ]

o 0T ]

o [ ]
>

© r ]

> - -

) 40 + —

®© L ]

= L 4

N) L i

o L ]

20 + -

0 -I N I N I N I N I N I N I N I N I "

20 40 60 80 100 120 140 160
tempo (min)

Figura 13: Efeito do tratamento fotocatalitico sobre a morte de Saccharomyces

cerevisiae.



39

100 - L LA S B | T T T
AR Y R~ 1 A
80— i
9 I ]
o 0T ]
()
o ]
© 1
> - -
) 40 + —
o - J
= J
um -
o [ J
20 + -
o] N— | R S
0 20 40 60 80 100 120 140 160
tempo (min)

Figura 14: Efeito do tratamento fotoeletroquimico sobre a morte de Saccharomyces

cerevisiae.

5.6- Efeitos da concentracao de sulfato de s6dio sobre Bacillus subtillis

Inicialmente, o microrganismo Gram-positivo escolhido como modelo foi o
Bacillus subtillis. No entanto, este microrganismo ndo apresentou resisténcia a
concentragdo de 200 mg/L de sulfato de s6dio. Dessa forma, ndo seria possivel estimar a
desinfec¢do que estaria ocorrendo pelo processo fotocatalitico, dai sua substituicdo por
Staphylococcus aureus. A baixa concentragdo salina da solugdo 200 mg/L de sulfato de
sodio, provavelmente estaria levando a ruptura e conseqiiente inativagdo das células de
B. subtillis (Figura 15).

A fim de comprovar se a inativacdo dos microrganismos estaria se dando por
motivos de concentragdo de sulfato de sodio, foi realizado um teste de resisténcia do
microrganismo em uma solugio de sulfato de sodio 1,13x 10* mg/L (0,08M)

Conforme observado na Figura 16, em uma solugdo 0,08 M de sulfato de sodio,

ndo houve inativagdo dos microrganismos em um periodo de 60 min, o que sugere que
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realmente a baixa concentragdo da solucdo 200 mg/L de sulfato de sédio estaria
inviabilizando estas bactérias.

Os experimentos ndo foram simulados com essa nova concentragdo de sulfato
(0,08M), uma vez que a concentracao de 200 mg/L foi propositalmente escolhida pois
simula uma concentrag@o de sais semelhante aquela presente na dgua potéavel, ou seja, a

condutividade é semelhante.
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Figura 15: Efeito da concentragdo de sulfato de sdédio 200 mg/L sobre as taxas de

sobrevivéncia de Bacillus subtillis.
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Figura 16: Efeito da concentragio de sulfato de sodio 1,13x 10* mg/L (0,08 M) sobre

as taxas de sobrevivéncia de Bacillus subtillis.

5.7- Desinfeccao fotocatalitica e fotoeletroquimica de Staphylococcus aureus

Conforme podemos verificar na Figura 17, o tratamento fotocatalitico eliminou
aproximadamente 50% das bactérias em 60 min. Na auséncia de luz ou na auséncia de
TiO,, ndo houve inviabilizagdo das bactérias.

O tratamento fotoeletroquimico, por sua vez, apesar das limitagdes ja
comentadas, no que se refere ao transporte de massa e a area de superficie do eletrodo,
mostrou-se bem mais eficiente que o tratamento fotocatalitico (Figura 18).

A aplicacdo de um potencial gera um campo elétrico, que poderia favorecer a
adsorcdo de . aureus a superficie do eletrodo, devido a presenca de cargas em sua
parede celular. Portanto, esse poderia ser um dos motivos que justifique uma maior
eficiéncia do tratamento fotoletroquimico em comparacdo ao fotocatalitico, no caso de
S. aureus.

Além disso, a fotocatdlise apresenta algumas limitagdes, como o efeito de
sombra causado pelo TiO, em pd. Se as bactérias possuirem como caracteristica uma
localiza¢do mais profunda do que na superficie da célula eeltroquimica, elas ndo seriam
atingidas pelas particulas de TiO, sensibilizadas pela luz, sendo inativadas mais

facilmente na fotoeletrocatalise, onde ndo existe limita¢do na penetragao de luz.
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Figura 17: Efeito da atividade fotocatalitica sobre a morte de Staphylococcus aureus ao
longo do tempo. Aproximadamente 10° bactérias foram eliminadas. (¢) TiO, em po +
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5.8-Comparacio dos trés microrganismos quanto a sensibilidade aos processos de

desinfeccao

Verificou-se na Figura 19 que Escherichia coli foi o microrganismo mais

sensivel ao tratamento fotocatalitico do que Staphylococcus aureus .
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Figura 19: Comparagdo da eficiéncia do tratamento fotocatalitico sobre os diferentes
microrganismos: E. coli (*) e S. aureus ().

Os resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por KIM et al. (2003), que
verificou a fotocatdlise sobre Salmonella choleraesuis e Listeria monocytogenes.
Considerando-se que S. choleraesuis ¢ um microrganismo Gram-negativo e L.
monocytogenes ¢ Gram-positiva, da para fazer uma comparagdo com os resultados desse
projeto, que verificou a fotocatalise sobre E.coli (Gram-negativa) e S. aureus (Gram-
positivo). Nos experimentos de KIM et al., L.monocytogenes mostrou-se menos sensivel
a desinfeccdo do que S. choleraesuis, a exemplo dos resultados aqui obtidos, onde S.
aureus mostrou-se menos sensivel a fotocatélise do que E. coli.

RINCON et al. (2004) observaram uma maior resisténcia de Enterococcus sp. ao
tratamento fotocatalitico em relacdo a E. coli, a exemplo dos resultados aqui obtidos,

por ser um microrganismo Gram-positivo.
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Essas diferencas sdo devidas a constituicdo da parede celular. As bactérias
Gram-positivas apresentam sua membrana plasmadtica circundada por uma parede
celular de 250 A, composta de peptideoglicanos e acidos teicoicos. As bactérias Gram-
negativas, embora apresentem uma estrutura mais complexa, onde a membrana
plasmatica ¢ circundada por uma parede celular de peptideoglicano, seguida por uma
membrana externa de proteinas, lipideos e lipopolissacarideos, essa estrutura ¢ mais fina
(PELCZAR et al., 1997). No caso das Gram-negativas, a parede celular apresenta 30 A
de espessura e a membrana externa 801&, tornando-as portanto mais susceptiveis ao
ataque pelos radicais hidroxila, que acredita-se ataquem primeiramente a parte mais
externa das células, para depois irem para componentes mais internos. KUHN et al.
(2003) também obteve resultados parecidos. Comparando a eficiéncia do tratamento
fotocatalitico sobre uma superficie contaminada com varios microrganismos, verificou
que E.coli e Pseudomonas aeruginosa mostraram-se mais sensiveis ao tratamento do
que S. aureus, Enterococcus faecium e Candida albicans nessa seqiiéncia. Isso porque
E.coli e Pseudomonas aeruginosa, por serem Gram-negativas, apresentam uma parede
celular menos espessa do que S. aureus, Enterococcus faecium (Gram-positivas) e
Candida albicans (eucarioto).

Além do fato dos microrganismos Gram-positivos apresentarem uma parede
celular de estrutura diferente da parede dos Gram-negativos, outros fatores ainda podem
influenciar. A cépsula de certas bactérias ¢ muito viscosa e funciona como protecdo a
parede celular. Essa estrutura externa pode ser formada em resposta a estimulos
ambientais, exercendo grande influéncia sobre sua sobrevivéncia durante o tratamento
fotocatalitico. Este recurso adicional pode ter sido um outro fator responsavel por uma
maior resisténcia do microrganismo Gram-positivo em relagdo ao Gram-negativo
(RINCON et al., 2004).

No tratamento fotoletroquimico (Figura 20), no entanto, esse comportamento €
diferente, pois S. aureus mostrou-se mais sensivel do que E. coli. Isso porque outros
fatores devem estar envolvidos, pois a aplicagdo de potencial gera um campo elétrico
que poderia favorecer a adsor¢ao de S. aureus a superficie do eletrodo, devido a cargas
em sua parede celular, aumentando sua susceptibilidade ao ataque dos radicais

hidroxila, que sdo gerados justamente na superficie do eletrodo.
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Figura 20: Comparacdo da eficiéncia do tratamento fotoeletroquimico sobre os

diferentes microrganismos: E. coli (*) e S. aureus ().

Os resultados de MATSUNAGA et al. (1985) foram diferentes dos obtidos neste
trabalho, no que se refere ao tratamento fotocatalitico, uma vez que eles observaram
uma maior sensibilidade dos Gram-positivos em relagdo aos Gram-negativos. Essas
diferengas podem ter se dado devido as diferentes condi¢cdes experimentais por eles
adotadas.

A levedura Saccharomyces cerevisiae, por sua vez, mostrou-se mais resistente
aos dois tratamentos, por tratar-se de um microrganismo eucarioto, com uma parede
celular mais espessa e complexa, composta de glicano (30-34%), manano (30%), além
de proteinas, lipideos e quitina (8,5 a 13,5%), segundo PELCZAR et al., 1997. Nesse
caso, a fim de conseguir a desinfeccdo de suspensdes contendo esse microrganismo,
outras estratégias deveriam ser adotadas, como um aumento da area de superficie do
eletrodo ou alteragdes de outros parametros que influenciem a geracdo de radicais
hidroxila, como pH, presenca de ions, fonte luminosa dentre outros.

Os resultados, apesar de ndo explicitarem o mecanismo de acdo do método
fotocatalitico, indicam que o tratamento promove inicialmente um ataque aos

constituintes mais externos da célula, como a parede celular e a membrana plasmatica,
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conforme afirmam SAITO et al. (1992), BEKBOLET et al. (1996), KUHN et al. (2003),
SUNADA et al.(1998), MANESS et al. (1999) e HUANG et al. (2000). As conclusdes
desse trabalho foram diferentes daquelas obtidas por BEKBOLET et al. que julgavam
que as bactérias Gram-negativas seriam mais resistentes. Os resultados demonstraram,
de acordo com SAITO et al. (1992), que a parede celular, juntamente com a membrana
plasmatica, foram as primeiras estruturas a reagirem com os radicais hidroxila.

Assim fica claro que as bactérias Gram-negativas, por apresentarem uma parede
celular menos espessa, foram inativadas rapidamente, mostrando-se sensiveis ao
tratamento. Por outro lado, as leveduras resistiram por longos periodos, sem serem
inativadas, devido a sua espessa parede celular, tipica dos eucariotos. O fato dos
organismos com parede celular espessa mostrarem-se mais resistentes ao tratamento,
quando comparados as células com parede celular menos espessa, sugere que o
tratamento fotocatalitico, de fato, deve atacar primeiramente os componentes mais

externos da célula, no caso, parede celular e membrana citoplasmatica.

5.9- Modelos cinéticos dos processos de desinfeccio em Escherichia coli e

Staphylococcus aureus

Para entendermos a cinética de desinfeccdo e verificarmos a eficiéncia do
processo, propusemos trés modelos: um linear, um exponencial de ordem 1 e outro
exponencial de ordem 2 . Os modelos propostos para cada microrganismo e condi¢do

experimental estdo resumidos nas tabelas I, II, Il e I'V.

Tabela I: Modelos cinéticos para a desinfecgao fotocatalitica de Escherichia coli.

Modelo cinético (equacio) Coeficiente de correlacio (r)
Nt =-No.k.t (linear) 0,91462

Nt = No.e(-kt) (exponencial ordem 1) | 0,81703

Nt = No.e(-kt?) (exponencial ordem2) | 0,9341

Tabela II: Modelos cinéticos para a desinfeccao fotoeletroquimica de Escherichia coli.

Modelo cinético (equacio) Coeficiente de correlacio (r)
Nt =-No.k.t (linear) 0,96724
Nt = No.e(-kt) (exponencial ordem 1) | 0,93527
Nt = No.e(-kt”) (exponencial ordem2) | 0,99143
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Tabela III: Modelos cinéticos para a desinfec¢do fotocatalitica de Staphylococcus

aureus.

Modelo cinético (equacio) Coeficiente de correlacio (r)
Nt =-No.k.t (linear) 0,91568
Nt = No.e(-kt) (exponencial ordem 1) | 0,87867
Nt = No.e(-kt”) (exponencial ordem2) | 0,95708

Tabela IV: Modelos cinéticos para a desinfec¢ao fotoeletroquimica de Staphylococcus

aureus.

Modelo cinético (equacio) Coeficiente de correlacio (r)
Nt =-No.k.t (linear) 0,72141
Nt = No.e(-kt) (exponencial ordem 1) | 0,64039
Nt = No.e(-kt") (exponencial ordem2) | 0,47045

Nt= numero final de bactérias

No= niimero inicial de bactérias

t=tempo

k= constante dependente do valor de No e t

Conforme podemos observar, em todos os experimentos, com exce¢do da
desinfeccao fotoeletroquimica de Staphylococcus aureus, o modelo cinético que mais se
aplica é Nt = No.e(-kt?) (exponencial ordem 2), cujos coeficientes de correlagio (r)
obtidos foram os de maior valor.

No processo de desinfeccdo fotoeletroquimica de Staphylococcus aureus, dentre
os modelos cinéticos propostos, o que mais se aplica ¢ Nt = -No.k.t (linear), cujo
coeficiente de valor 0,72141 foi o maior obtido. A exemplo do que foi observado nos
experimentos, a desinfec¢do fotoeletroquimica de S. aureus foi a que apresentou um
resultado mais surpreendente, devido a rapidez com que as bactérias foram inativadas.
Esse desempenho surpreendente, refletido inclusive no modelo cinético proposto, ¢
provavelmente devido as influéncias exercidas pelo campo elétrico na adsor¢do das

células bacterianas a superficie do eletrodo.
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5.10- Vantagens do processo fotocatalitico

O processo fotocatalitico de desinfeccdo ¢ uma alternativa promissora para
descontaminacdo e desinfec¢cdo de aguas, podendo ser utilizado sozinho ou em conjunto
com outros processos de tratamento.

Economicamente falando, ¢ uma boa alternativa comparada a outros métodos
como ozonizacdo ou eletrdlise, uma vez que a quantidade de energia requerida ndo ¢
muito grande. Neste projeto, houve uma grande preocupacdo na utilizagdo de lampadas
de baixa poténcia, a fim de trazer beneficios na quantidade de energia economizada.

Sob esse ponto de vista, o projeto apresenta um diferencial em relagdo a outros
desenvolvidos no Brasil. Outros autores como BERTAZZOLI et al., CORDEIRO et al.
e KONDO et al. ja desenvolvem estudos nessa linha, tendo como base o tratamento
fotocatalitico.

BERTAZZOLI et al. utilizam lampadas de alta poténcia (400W), o que torna o
processo economicamente desvantajoso, pois requer uma grande quantidade de energia.
Além disso, a utilizacdo de lampadas de alta poténcia, aliadas a aplicagdo de um elevado
potencial ao eletrodo, levam a degradacdo por dois meios distintos: o fotolitico, com a
atuacdo da lampada, e o eletrolitico, com a atuagdo apenas do eletrodo. Nesse caso,
temos a acdo da lampada e do eletrodo agindo em pontos distintos e isoladamente, ndo
caracterizando portanto, o tratamento fotocatalitico, que envolve a agdo simultanea do
eletrodo e da lampada, com gerag@o de radicais hidroxila.

CORDEIRO et al. utilizam 1ampadas do tipo UV-C aliado ao dioxido de titanio
em po para desinfeccdo de suspensdes, fazendo com que as bactérias sejam inativadas
muito mais pela luz do que por radicais hidroxila, num processo de fotolise. Além disso,
as lampadas do tipo UV-C ainda apresentam o inconveniente de provocar riscos a saude
das pessoas que porventura vierem a manipulé-las.

KONDO et al. utilizam lampadas de baixa poténcia (30W) a exemplo deste
projeto. No entanto, estas sdo aplicadas para desinfec¢do de ar proveniente de aparelhos
de ar condicionado.

Embora o tempo de fotocatdlise seja maior comparado com o processo
eletroquimico, este método € um processo mais seguro, por nao deixar residuos na agua.

A eletrdlise, por outro lado, por envolver eletrodos em contato direto com a 4gua, além
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do niimero de reagdes quimicas envolvidas, pode provocar mudangas na estrutura
quimica da 4gua. Assim, apesar de mais lenta comparada com a eletrolise, a
fotoeletrolise ¢ mais confidvel, por ndo provocar mudangas estruturais na agua. Os
radicais hidroxila produzidos na fotoeletrolise, apesar de altamente reativos, sdo
consumidos rapidamente nas rea¢des de fotooxidagdo. Assim, ndo ficam residuos desses
radicais na dgua, ndo oferecendo riscos ao consumo humano. Mas alguns cuidados
devem ser tomados, sendo recomendado que ndo se consuma a agua imediatamente
apos a desinfecgao.

Dessa forma, este projeto vem trazer uma nova proposta para o tratamento de
aguas, utilizando a fotocatalise com lampadas UV-A de baixa poténcia, um método
promissor que pode ser aplicado com sucesso no Brasil.

Outras pesquisas deveriam ser feitas nesse sentido, inclusive utilizando luz solar
aliada a fotocatalise. Essa alternativa poderia ser muito interessante, ainda mais em se
tratando do Brasil, um pais dos tropicos que enfrenta problemas quanto a qualidade da

agua e que possui forte incidéncia de luz solar durante a maior parte do ano.
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6-CONCLUSOES

- O tratamento fotocatalitico e fotoeletroquimico foram eficientes na inativagao de
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus;

- O tratamento fotocatalitico foi mais eficiente que o tratamento
fotoeletroquimico, devido a falta de limitagdes no transporte de massa, no caso
de Escherichia coli;

- O tratamento fotoeletroquimico foi mais eficiente que o fotocatalitico, no caso
de Staphylococcus aureus, provavelmente devido a influéncias em sua adsor¢ao
na superficie do eletrodo, pela geragdao de campo elétrico a partir da aplicacao de
potencial;

- A realizagdo do tratamento fotocatalitico na auséncia de luz UV-A ou sem o po
de didxido de titdnio, ndo foi capaz de inviabilizar bactérias Escherichia coli ou
Staphylococcus aureus;

- A realizacdo do tratamento fotoeletroquimico sem luz ou sem aplicagdo de
potencial ndo foi capaz de inviabilizar bactérias Escherichia coli ou
Staphylococcus aureus;

- A inviabilizag¢do das bactérias teve como modelo cinético uma exponencial de
ordem 2, exceto para a desinfec¢do fotoeletroquimica de Staphylococcus aureus,
que seguiu um modelo linear;

- A utilizacdo de lampadas UV-C germicidas foi capaz de inviabilizar bactérias
Escherichia coli, mesmo na auséncia de dioxido de titanio. No entanto, ¢ uma

metodologia que fornece riscos a manipulagao;
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- O tratamento fotocatalitico e fotoeletroquimico ndo foram capazes de

inviabilizar células de Saccharomyces cerevisiae, num periodo de 150 min.
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