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RESUMO

Os métodos usualmente empregados na desinfeccdo de dguas contaminadas tém por vezes
efeitos secundérios indesejados. A cloracdo, a mais difundida forma de desinfeccdo, tém
como subprodutos os trihalometanos, comprovadamente carcinogénicos. Nesse cenario, 0s
processos alternativos de desinfeccdo tém desempenhado um papel de destaque. A
desinfeccdo via processo combinado UVC/H,O, ¢ um exemplo dos chamados Processos
Oxidativos Avangados (POA) que tém sido largamente estudados e empregados na inativacao
de bactérias. No presente trabalho realizaram-se estudos acerca da cinética de inativacdo da
bactéria Pseudomonas aeruginosa via irradiacdo com luz UVC, contato direto com H,0, e
processo combinado UVC/H,0, em aguas sem turbidez e sem nutrientes. Foi utilizado um
sistema composto de um fotorreator anular munido de uma lampada germicida acoplado em
série com um tanque de reciclo com agitacdo mecénica em um circuito fechado. Foram
empregados diversos modelos cinéticos para descrever a evolugdo da concentracdo de
bactérias ativas. A eficiéncia alcancada utilizando-se irradiacdo com luz UVC foi em média
99,99% em um tempo de irradiacdo de 252 s. A taxa de inativagdo mostrou-se independente
da concentracdo inicial de bactérias. O modelo cinético que melhor representou o processo foi
0 de Hom por possuir um termo associado a nao-linearidade com relacdo ao tempo de
irradiacdo. A eficiéncia alcancada utilizando-se H,O, como agente oxidante e a taxa de
inativacdo bacteriana dependeu diretamente da concentracdo inicial de H,0O,, atingindo
valores entre 54,85 e 94,87 % em um tempo de contato de 120 min. A baixa eficiéncia se
deve a capacidade da Pseudomonas aeruginosa de produzir catalase. A enzima catalase se
mostrou eficiente em inativar a acdo do H,O,. Os modelos de Hom, Exponencial de Hom, dos
Alvos Multiplos e o dos Alvos Multiplos Modificado representaram com boa aproximacgdo 0s
dados experimentais da inativacdo via H,O,, com uma pequena vantagem para 0 modelo dos
Alvos Multiplos Modificado. Todos estes modelos tém em comum um termo que representa a
ndo-linearidade com relacdo ao tempo de contato. A eficiéncia alcancada utilizando-se o
processo combinado UVC/H,0, dependeu diretamente da concentracdo inicial de H,0O,,
atingindo valores entre 98,95 e 99,99 % em um tempo de irradiacdo de 252 s. O perdxido de
hidrogénio teve uma influéncia negativa na inativacdo da bactéria devido a dois fatores: a) O
H.O, absorveu parte da energia incidente no espaco reacional na geracdo de radicais livres; b)
A Pseudomonas aeruginosa é catalase-positiva, possuindo resisténcia a acdo do H,O, e dos
radicais hidroxila. Nao foi possivel analisar a dependéncia da taxa de inativacdo em relacdo a
concentragdo inicial de bactérias.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, Processos Oxidativos Avangados, UVC, H,0..
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ABSTRACT

The methods usually employed in disinfection of contaminated water sometimes have
unwanted side effects. Chlorination, the most widespread form of disinfection, have as
byproducts trihalomethanes provenly carcinogenic. In this scenario, alternative processes of
disinfection have played a important role. Disinfection by UVC/H,0, combined process is an
example of so-called Advanced Oxidation Processes (AOP) which have been widely studied
and used in the inactivation of bacteria. In the present work were carried out studies about the
kinetics of inactivation of the bacterium Pseudomonas aeruginosa via irradiation with UVC
light, direct contact with H,O, and the combined process UVC/H,O;, in waters without
turbidity and no nutrients. It was used a system composed of an annular photoreactor fitted
with a germicidal lamp coupled in series with a recycle tank with mechanical agitation in a
closed circuit. Several kinetic models were employed to describe the evolution of the
concentration of active bacteria. The efficiency achieved using irradiation with UVC light was
on average 99.99% in an irradiation time of 252 s. Inactivation rate was independent of the
initial concentration of bacteria. The kinetic model that best represented the case was the Hom
model by having a term associated with non-linearity with respect to irradiation time. The
efficiency achieved using H,O; as an oxidizing agent and the rate of bacterial inactivation
depended directly on the initial concentration of H,O,, reaching values between 54.85 and
94.87% at a contact time of 120 min. The low efficiency is due to Pseudomonas aeruginosa's
ability to produce catalase. Catalase enzyme was efficient in inactivating the action of H,0,.
Hom, Power Hom, Multiple Targets and modified Multiple Targets models represented with
good approximation the experimental data of inactivation via H,O,, with a slight advantage
for the modified Multiple Targets model. All these models have in common a term that
represents the non-linearity with respect to contact time. The efficiency achieved using the
combined process UVC/H,0, depended directly on the initial concentration of H,0,, reaching
values between 98.95 and 99.99% at irradiation time of 252 s. The hydrogen peroxide had a
negative influence on the inactivation of bacteria due to two factors: a) the H,O, absorbed part
of the incident energy within the reactional space to generate free radicals; b) Pseudomonas
aeruginosa is catalase-positive, having resistance to the action of H,O, and hydroxyl radicals.
It was not possible to analyze the dependence of the inactivation rate relative to initial
concentration of bacteria.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Advanced Oxidation Processes, UVC, H,0,.
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INTRODUCAO

Recentemente tem havido um crescente interesse no desenvolvimento de processos
alternativos de desinfeccdo de 4gua, uma vez que o processo usual de cloracdo pode levar a
formacdo de produtos secundarios téxicos, carcinogénicos e mutagénicos, como 0s
trihalometanos, fruto da reacdo entre o cloro e a matéria organica presente na agua
(MACEDO, 2001). Tendo-se em vista a reducdo dos riscos & salide dos seres humanos,
modificacbes dos metodos convencionais e outros métodos de desinfeccdo tém sido
propostos, como 0s processos de oxidacdo avancada (POA), que sdo alternativas atrativas
para 0 processo de desinfeccdo e para o tratamento de solo contaminado, superficies e
efluentes que contém matéria organica antropogénicas de dificil degradabilidade. Apesar
disso, esses métodos, mesmo sendo eficazes, possuem um alto custo (RINCON e
PULGARIN, 2006). Necessita-se, portanto, de novas alternativas que reduzam o custo do
processo.

A desinfeccdo via radiacdo ultravioleta (UV) tem sido largamente explorada neste
cenario, mas assim como o cloro, apresenta desvantagens quando utilizada como Unico agente
desinfetante. O efeito germicida da radiacdo UV, mais especificamente radiacdo UVC
(comprimento de onda de 100 nm a 280 nm), reflete-se através da absorcdo desta pelo DNA
das células microbianas, e com isso ha a formacdo do dimero pirimidina que inibe a funcéo
reprodutora das células bacterianas (MONTAGNER, 2005). Se a dose de radiacdo UV néo for
efetivamente a letal, as células da bactéria, através do processo de fotoativacdo enzimatica,
reparam 0 DNA defeituoso e continuam seu processo de reproducdo (GONCALVES, 2003).
A turbidez da agua, cor, e presenca de sélidos suspensos sao fatores que interferem e algumas
vezes tornam inviavel a desinfecgdo unicamente via radiagdo UV. Assim, a eficicia da
desinfeccdo de aguas via radiacdo UV tem sido levada a patamares mais altos devido a sua
aplicacdo conjunta com alguns agentes oxidantes (WANG et al., 2000).

Combinacdes de agentes oxidantes como H,0,, O3 e PAA (&cido peracético) com
radiacdo UV sdo exemplos de processos em que ha um oxidante que ao absorver a radiacdo
fotolisa-se gerando radicais livres HO-, HO,- etc. O radical hidroxila, HO-, ¢ considerado o
principal agente devido ao seu potencial de oxidacdo. Os radicais livres, embora
extremamente instaveis, possuem poder de oxidacdo superior aos seus oxidantes precursores,
H.0,, O3, ou PAA, e segundo algumas pesquisas, a propria radiacdo UV (TAGHIPOUR,

2004). 1sso quer dizer que a eficiéncia do processo de desinfeccdo sera aumentada porque ha
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sinergia entre as rotas de ataque as células microbianas, ou seja, ataque aos acidos nucléicos
via radiacdo UV (fotolise do DNA microbiano) e ataque & membrana celular, as enzimas e ao
sistema de transporte celular via oxidagdo pelos oxidantes precursores, H,O,, O3 ou PAA e
radicais livres gerados durante processo de desinfeccdo via fotolise do oxidante precursor
(CARETTI e LUBELLO, 2003).

O conhecimento detalhado do mecanismo reacional e de como estes agentes atuam no
processo de desinfeccdo é de fundamental importancia para a proposicdo de modelos
cinéticos, estimativas dos parametros cinéticos, para a subsequente validacdo de tais modelos.
Esse estudo cinético completo é necessério para a criacdo de um banco de dados sélido,
levando a uma abordagem racional e efetiva ao se projetar e desenvolver fotorreatores, tendo
em vista minimizar os custos de processo. A cinética intrinseca do processo, que nao depende
do tamanho ou configuracdo do reator, ndo podera ser calculada se 0s parametros cinéticos
ndo forem obtidos a partir de uma modelagem precisa do equipamento empregado na coleta
de dados. A determinagdo de uma cinética fotoquimica que é realizada sem as consideracGes
apropriadas sobre a distribuicdo do campo de concentracdes, de fétons (campo de radiacéo) e
eventualmente de velocidades ndo pode ser extrapolada e usada diretamente com o propdésito
de realizar um escalonamento ja que ndo ira predizer com fidelidade o processo (ZALAZAR
et al., 2005).

O campo de radiacdo é um fator determinante, coeficientes de absorcdo e de
espalhamento da radiacdo, parametros 6ticos inerentes ao microrganismo e ao meio reacional,
guando este absorver radiacdo na faixa de comprimento de onda de trabalho, devem ser
conhecidos ou medidos, e a quantidade de energia que chega a entrada 6tica do fotorreator
deve ser medida por meio de actinometria ou por radiometria, pois sdo condic¢des de contorno
necessarias a resolucdo da equacdo de transferéncia de energia radiante (ZALAZAR et al.,
2005).

No momento atual existe uma tendéncia mundial em se utilizar a técnica de irradiacéo
com luz UV e suas derivacdes, uma vez que problemas associados a equipamentos estdo
sendo resolvidos, e 0s custos operacionais e de manutencdo do processo estdo sendo
minimizados. Ademais, lampadas germicidas mais potentes estdo sendo desenvolvidas
(lampadas de baixa-pressdo com alta emissdo de radiacdo UV e aquelas de média-presséo).
Também h& a tendéncia mundial de se usar métodos de desinfeccdo conhecidos como

“verdes”.
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O presente trabalho objetivou estudar a cinética de inativagdo da bactéria
Pseudomonas aeruginosa em &gua sem turbidez e sem nutrientes, empregando-se 0 processo
de oxidacdo avancada UVC/H,0,, além de radiacdo UVC e H,0, separadamente. Modelos
cinéticos classicos para a inativacdo microbiana foram utilizados para descrever 0 processo
(HOM, 1972; MAJUMDAR et al., 1973; ROY et al., 1981; ANOTAI, 1996; SEVERIN,
1983).
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Agua, desinfeccéo e satide humana

A contaminacdo microbioldgica € um grande problema de saude publica enfrentado
pela sociedade e a agua é um dos veiculos de disseminagdo mais importantes deste tipo de
poluicdo, contribui para dispersdo de bactérias, fungos, leveduras, esporos, entre outros. Parte
desta contaminacdo é produto da descarga descontrolada de efluentes organicos ou esgotos
domésticos que ndo recebem o tratamento prévio adequado (LABAS et al., 2006a). A
Resolucdo - RDC n° 275, de 22 de setembro de 2005 da ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria), cuja ementa aprova o “Regulamento Técnico de Caracteristicas
Microbiolégicas Para Agua Mineral Natural ¢ Agua Natural” afirma que a dgua mineral
natural e a 4gua natural envasadas ndo devem apresentar risco a salde do consumidor. O
limite maximo para a Pseudomonas aeruginosa em aguas minerais naturais e agua natural,
segundo a ANVISA, é 1 UFC .cm™® ou 1,1 NMP7/100cm® nas amostras indicativa e
representativa.

Segundo o United States Department of Health and Human Services (HHS)* qualquer
item, aparelho ou solucédo é considerado estéril quando esta completamente livre de todos os
micro-organismos Vvivos e virus. Porém, do ponto de vista operacional, um procedimento de
esterilizacdo ndo pode ser categoricamente definido. O consenso é de que o procedimento é
definido como um processo apds o qual a probabilidade de um microrganismo sobreviver em
um item que tenha sido submetido ao tratamento é menor que um em um milhdo (10°). O
HHS considera a desinfeccdo um processo menos letal que a esterilizacdo. A desinfecgéo
elimina um numero préximo a totalidade dos micro-organismos patogénicos conhecidos, mas
ndo necessariamente todas as formas microbianas (esporos bacterianos).

Tipicamente, contaminagBes microbiolégicas sdo eliminadas num processo de
desinfeccdo empregando-se algum agente biocida, frequentemente, é usado o cloro ou seus
derivados, uma tecnologia antiga de tratamento de agua, de baixo custo, muito eficiente e de
uso extensivo. Apesar destas vantagens, € sabido que o cloro possui algumas caracteristicas

indesejadas. No processo de desinfeccdo com cloro sdo produzidos DBPs, disinfection by-

* Unidades Formadoras de Coldnia
T NUmero Mais Provavel
i <http://www.hhs.gov/>
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products, resultantes da interacdo do cloro e de seus derivados com o material orgénico
presente na agua a ser tratada. Varios destes DBPs foram listados como substancias com

propriedades carcinogénicas ou mutagénicas (MACEDO, 2001).

1.2 Pseudomonas aeruginosa

A bactéria Gram-negativa, uniflagelada, Pseudomonas aeruginosa, € um membro da
Familia Pseudomonadaceae, apresenta-se como um bastonete ndo esporulado e aerobio
facultativo, pois pode crescer em condigbes anaerobicas, mas ndo tem habilidade
fermentativa, sendo favorecida por um ambiente aerado. Comum em solos, agua e plantas,
produz a enzima catalase como mecanismo de protecdo. Quando isolada em meios de cultura
especificos produz o pigmento ndo-fluorescente piocianina e o pigmento pioverdina, que é
fluorescente a luz ultravioleta, fazendo destas, ferramentas importantes na caracterizagdo da
bactéria. Possui necessidades nutricionais muito simples. E frequentemente observado o
“crescimento em agua destilada” em laboratorio, o que evidencia suas necessidades minimas
de nutrientes. Em laboratdrio, o0 meio de cultura mais simples para Pseudomonas aeruginosa
consiste em acetato como fonte de carbono e sulfato de aménio como fonte de nitrogénio. A
temperatura 6tima para o seu crescimento é de 37°C, mas pode se desenvolver a temperaturas
de até 42°C. E um microrganismo oportunista, pode causar infeccbes em olhos, coragio, trato
urinario, mas principalmente nos pulmdes, causando a fibrose cistica (GOLDMAN et al.,
2009). E o microrganismo ndo-fermentativo que mais causa infeccdes hospitalares, levando a
uma alta taxa de mortalidade, na faixa de 18 a 60% (CHEONG et al., 2008).

A principal rota de infecgdo € via contato de tecidos susceptiveis, como ferimentos e
membranas mucosas, com agua contaminada ou instrumentos cirdrgicos contaminados
(WHO, 2004). Esta bactéria apresenta resisténcia a uma grande quantidade de desinfetantes
(como o cloro, quaternario de amonio e outros). A Organizacdo Mundial de Saude (World
Health Organization) considera a Pseudomonas aeruginosa um microrganismo
moderadamente resistente ao cloro. Medeiros et al. (2007), realizaram um estudo sobre a
ocorréncia de linhagens cloro-resistentes de Pseudomonas aeruginosa em aguas de diversas
origens. Chapman et al. (2003), avaliaram os mecanismos de resisténcia de diversas bactérias
a alguns biocidas, como compostos de quaternario de amdnio, perdxidos, fenois e cloro,
indicando quais genes sao responsaveis pela resisténcia apresentada por estes micro-

organismos ao quaternario de amoénio ou quais genes sdo responsaveis pela producdo de
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proteinas como, por exemplo, a catalase, que desempenha um papel importante no mecanismo
de defesa de micro-organismos como a Pseudomonas aeruginosa ou a Escherichia coli a agdo
dos peréxidos.

Uma caracteristica desenvolvida pela Pseudomonas aeruginosa ao longo de sua
evolucdo da a esta bactéria um lugar de destaque nos estudos cientificos, a formacdo de um
biofilme polimérico que adere as superficies disponiveis no ambiente, de onde a col6nia
inicial, protegida por este involucro, periodicamente libera células plancténicas (células
moveis, livres do biofilme original) que, em ndmero suficiente, irdo colonizar novas
superficies. Se o numero de células planctdnicas ndo for suficiente para uma nova
colonizagdo, estas morrem, e as células originais continuam liberando novas células
planctonicas de sua superficie protegida pelo biofilme polimérico (BALTCH et al., 1994).

Os biofilmes sdo constituidos por comunidades microbianas imobilizadas em
superficies bioticas ou abioticas e contidas numa matriz viscosa, composta de substancias
poliméricas extracelulares, as quais sdo produzidas pela propria comunidade. Biofilmes
podem se originar de uma ou de diversas espécies de micro-organismos. Biofilmes sdo de
extrema importancia para a sobrevivéncia de micro-organismos em varios tipos de ambientes.
Em estudos recentes, constatou-se que num biofilme varias bactérias transferem entre si
diversas caracteristicas genéticas. Por exemplo, a resisténcia a produtos antibidticos é
transferida a outras células da comunidade através de plasmideos. A resisténcia a tratamentos
com produtos microbicidas também é possivel devido a transferéncia de genes, a densidade
do biofilme e aos tipos de metabolismo das células (DONLAN et al., 2002).

1.3 Processos Oxidativos Avancados

Nos ultimos anos, organizagdes mundiais de diferentes origens tém insistido na
necessidade da substituicdo gradual do cloro como agente desinfetante e as pesquisas tém se
concentrado no desenvolvimento de alternativas eficientes e de custos menores. Dentre as
alternativas viaveis ao cloro podem ser citadas a ozonizagdo, radiacdo UV, ou um grupo de
técnicas conhecidas como processos de oxidacdo avancada (POA) tal como a fotocatélise ou
uma série de métodos que empregam o perdxido de hidrogénio como agente oxidante
(CARETTI et al., 2003; DUNLORP et al., 2008; KOIVUNEN et al., 2005; MALATO et al.,
2009; MAMANE et al., 2007).
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1.3.1 PROCESSOS DE DESINFECCAO POR VIA QUIMICA
1.3.1.1 Perdxido de hidrogénio

As propriedades antissépticas do peroxido de hidrogénio (H,O,) tém sido amplamente
estudadas e aplicadas devido a sua eficacia e seguranga. Segundo Labas et al. (2007), os
danos as células microbianas (membrana celular, enzimas, RNA) provocados pelo H,O, sdo
produzidos por um fendémeno conhecido como estresse oxidativo, resultante das formas
reativas do oxigénio, especialmente radicais OH-. Existem varios mecanismos pelos quais
radicais OH- podem ser gerados a partir do H,O,, entre eles encontram-se: a) interagdo do
H,O, com metais de transicdo, como o Fe®", intra ou extracelular produzindo a tipica reacio
de Fenton; c) fotolise do H,0O, por radiacdo UV. Salienta-se também que o H,O, possui um
diametro molecular suficientemente pequeno para que seja capaz de se difundir para o interior
da célula e 14 formar radicais OH- por um dos mecanismos citados (LABAS et al., 2007). Os
autores obtiveram uma reducdo de 99,99% na concentracdo inicial de Escherichia coli em
pouco mais de 160 min de contato utilizando uma concentracdo de H,O, de 9,5:107
mmol.cm.

Lambert et al. (2000) realizaram um estudo cinético da inativacdo do Staphylococcus
aureus e da Pseudomonas aeruginosa empregando o acido peracético e o perdxido de
hidrogénio como agentes biocidas. Os autores obtiveram uma reducdo de aproximadamente
90% na concentracao inicial de Pseudomonas aeruginosa em pouco mais de 35 min de contato
utilizando uma concentracéo de H,0, igual a 1,5:10™" mmol.cm™,

Watts et al. (2003) realizaram estudos acerca da toxicidade do H,O, e do radical
hidroxila sobre a Escherichia coli. Os autores obtiveram uma inativacdo de 6 logs® em 120

min utilizando uma concentracéo de H,0, de 3-:10° mmol.cm™.
1.3.1.2 Catalase e cinética enzimética

Nos processos oxidativos em que se faz uso do H,O,, é necessario impedir a acéo
residual deste oxidante sobre as bactérias nos frascos de coleta, a fim de manter a
concentragdo de bactérias inalterada do momento da amostragem ao momento da

quantificacdo das células vidveis. A enzima catalase foi escolhida para realizar o papel de

$ Logaritmo de inativacdo. 1 log de inativagdo = 90%, 2 logs = 99%, 3 logs = 99,9%; e assim por diante.
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inibidor da acdo oxidativa do H,O; nos frascos de coleta. Segundo Switala et al. (2002) o

mecanismo de reacdo desta enzima € o apresentado a seguir:

H,0, + Fe''-E - H,O + O=Fe'V-E primeira etapa

H,0, + O=Fe"-E — H,0 + O, + Fe""E segunda etapa

O peroxido de hidrogénio age primeiramente oxidando o grupo hemo da enzima na
primeira etapa. O produto desta oxidagao, com o ferro do grupo hemo da enzima no estado de
oxidacdo +4 é muito oxidante e reage com uma segunda molécula de H,0,, que age desta vez
como um redutor, na segunda etapa.

Em muitos casos o nimero de mols da enzima ndo € conhecido, todavia, a sua
concentracdo pode ser expressa em termos da atividade enzimética observada. A Comissao
Internacional de Enzimas (International Commission on Enzimes) define uma Unidade
Internacional (Ul) de enzima como a quantidade de enzima que catalisa a formacdo de um
pmol de produto em um minuto. O Numero de Turnover de uma enzima, k..., € a medida da
atividade maxima da enzima, e é definido como o numero de moléculas do substrato
convertida em produto por molécula de enzima por unidade de tempo quando a enzima esta
saturada com substrato. Uma vez estimada a concentracdo total de enzima [E;], 0 NUmero de
Turnover pode ser determinado conhecendo-se a velocidade maxima, v,,s,, a partir da

Equacdo 1:

Umax

ket = ——
cat [ET] (1)

A enzima catalase possui um NUamero de Turnover elevado, tendo o H,O, como
substrato, cada molécula desta enzima pode degradar 4-10” moléculas de H,O, por segundo,
ou seja, koqr = 4.107 [molg. molk.s™1] (GARRET et al., 2005).

A velocidade maxima, v,,s,, pode ser mensurada por meio da equacdo de Michaelis-

Menten:

v = Uméx- [S]
=K + 5] @)
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Em que:
ke gt Ndmero de Turnover [mols. molea*.5]
[Er] concentracdo total de enzima (enzima livie  [MOlca.cm™]

mais enzima complexada com o substrato)

v velocidade da reagdo [mols.cm®.s7]

Vmax velocidade méxima da reacdo [mols.cm'S.s'l]
[S] concentracéo de substrato [mols.cm™]
K constante de Michaelis-Menten [mols.cm'3]

Em que o subscrito ’S” em mols faz referéncia ao substrato.

Fazendo K,, = [S] na Equacdo 2 resulta em v = %Umax, ou seja, K,, pode ser definido

como numericamente igual ao valor da concentracdo de substrato que resulta em uma
velocidade de 50% da velocidade maxima da reacdo. Portanto, quanto maior o valor da
constante de Michaelis-Menten, maior a concentracdo de substrato necesséria para saturar a
enzima.

A constante de Michaelis-Menten da catalase, tendo o H,O, como substrato, varia de
acordo com sua origem, Switala et al. (2002) realizaram caracterizacdes da calatase
proveniente de 16 diferentes micro-organismos e encontraram valores para a constante de
Michaelis-Menten na faixa de 67mM (para a Pseudomonas aeruginosa) a 537mM (para a

Proteus mirabilis).
1.3.1.3 Modelos cinéticos de inativacdo microbiana por via quimica

A eficiéncia de qualquer processo de desinfeccdo é geralmente mensurada em termos
de logaritmos de inativacdo (log de inativacdo). Os micro-organismos apresentam distintas
formas de curvas de sobrevivéncia (concentragdo de micro-organismos ativos versus tempo
de processo). Os estudos dos modelos cinéticos de um processo de desinfeccdo tiveram inicio

em 1908, quando Chick notou a similaridade entre a cinética de inativagdo microbiana por
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oxidantes e a cinética de rea¢fes quimicas, ambas apresentando um decaimento exponencial
(L1, 2004).

e Modelo de Chick (1908)

O modelo empirico de Chick (1908, apud HASSEN, 2000; LI, 2004) sugere que a

cinética de desinfecgdo pode ser expressa por uma lei semelhante a de reagbes quimicas,

Equacdo 3:
dN;
dt, kN, (3)
Em que:
N;  concentragdo do microrganismo ativo i apds um tempo ¢, de [UFC.cm™]

exposicao ao agente desinfetante
k constante cinética de desinfec¢do [s7]

t.  tempo de contato [s]

Sendo UFC, Unidades Formadoras de Col6nia, ou seja, nUmero de micro-organismos
ativos capazes de dar origem a uma nova colonia.

Dados experimentais, todavia, apontavam para o fato de que nem todos os micro-
organismos obedeciam ao modelo de Chick quando submetidos a acdo de um oxidante
visando sua inativacdo ou morte. Isso ocorria devido ao fato da reacdo de desinfeccdo de um
microrganismo ndo se tratar de uma simples reacdo elementar bimolecular. Modelos mais
sofisticados foram desenvolvidos com base no Modelo de Chick, dentre os quais os Modelos

de Chick-Watson, Hom, Modelo Exponencial.

e Modelo de Chick-Watson (1908)

Watson (1908) propds que k ndo é constante, mas varia exponencialmente com a

concentracédo de desinfetante, de acordo com a relagédo dada pela Equacéo 4:
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k=kCn (4)

Em que:
n  coeficiente de diluicdo

k' constante de reacdo de pseudo-primeira ordem, independente  [s.mol™.cm®"]
da concentragédo de desinfetante

C  concentracdo do biocida [mol.cm™]

Assim, o modelo para um sistema em batelada e sem decaimento do desinfetante
torna-se, ap6s uma integracao:

N:
In— = —k'C"t, ®)
Em que:
N?  concentragdo do microrganismo ativoiemt, = 0 [UFC.cm™]

Watson (1908) também propds um meio de mensurar a susceptibilidade de um
determinado micro-organismo a um agente biocida especifico. O termo C™t., denominado
Dose, pode ser calculado e é constante para a inativacdo de certa porcentagem da
concentracdo inicial do micro-organismo pelo biocida.

e Modelo de Hom (1972)

Hom (1972) desenvolveu um modelo mais flexivel para descrever a relacdo ndo-linear

entre a razéo de sobrevivéncia bacteriana e o tempo de contato com o desinfetante:

I~ _jrgnem
nm—— c"t. (6)

i
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Sendo m uma constante que representa 0 comportamento néo-linear da concentragdo

de micro-organismos com o tempo de contato que ndo é descrito pelos modelos anteriores.

e Modelo Exponencial (Power Law Model)

Um modelo cinético de desinfeccdo foi desenvolvido para descrever a inativacdo de
virus por ozonizacdo em sistema em batelada, Equacdo 7 (MAJUMDAR et al., 1973) e
sistema continuo (ROY et al., 1981).

I _
N0 T Tx—1

In [1 + (x — 1)k’C”tCNi°x_1] )

Onde x ¢ uma constante empirica. O Modelo Exponencial abrange fenbmenos néo
descritos por outros modelos, como a ocorréncia de regides onde a taxa de inativacdo sofre
reducdo, como o patamar inicial na concentracdo de bactérias no inicio do processo de
desinfec¢do, conhecido como “shoulder” (x < 1), e a resisténcia a desinfeccdo ao final do
processo, conhecido como “tailing” (x > 1). Este modelo prevé uma dependéncia da taxa de
reacdo com a concentracdo inicial de micro-organismos. Uma vez que para processos de

desinfecgio em que a taxa de inativacdo é independente de N?, o parametro x dever ser igual
N . ~ . 1 .
a unidade, neste caso, este modelo ndo se aplica, uma vez que o termo — resultaria em uma

indeterminagé&o.
e Modelo de Hom Exponencial (Hom Power Law Model)

Um modelo generalizado foi proposto por Anotai em 1996, o modelo combina o
modelo de Hom (Equacéo 6) e o Modelo Exponencial (Equagéo 7), reunindo parametros dos

dois modelos (Equacéo 8):

N _

In [1 + (x — 1)k'C"t}”Ni°x_1] (8)
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e Modelo da inativagdo do biocida (“Quenching model”)

Lambert et al. (2000) realizaram um estudo sobre desinfec¢do de aguas contaminadas
com Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Um modelo cinético que considera a
variacdo da constante de desinfeccdo, k, durante o processo foi desenvolvido baseado no
modelo proposto por Chick em 1908 (Equacdo 3) e na modificacdo proposta por Watson,
1908 (Equacéo 4). Seguindo 0 mecanismo proposto para o processo de desinfeccdo dado pela
Equacdo 9, Lambert e Johnston, 2000, derivam a dependéncia temporal da concentragéo de

biocida (H,O,) baseada numa reacao quimica de primeira ordem (Equacao 10):

kl
Ni s Ni*
) )
Cc-C”
C(t.) = Coe ke (10)
Em que:
C  concentracdo de biocida [mol.cm™]
C, concentracdo do biocidaemt, =0 [mol.cm™]
N;  concentragdo de micro-organismos ativos [UFC.cm™]
N;  concentragdo de micro-organismos inativos [UFC.cm™]

C* concentracdo do produto resultante da inativagdo do biocida [mol.cm™]

O modelo cinético final para a desinfeccdo levando em consideracdo a variacdo do

poder desinfetante do biocida com o decorrer do tempo € dado pela Equacgéo 11:

N?  k'Ct
1 L 0 1— —knt.
og N, - ( e ) (12)

Os parametros cinéticos foram calculados com bases nos modelos desenvolvidos e

apresentaram valores significativos com desvios padrdes inferiores a 10 %.
33



Desinfeccdo de Aguas Empregando Processo de Oxidagio Avancada (UVC/H,0,): Desenvolvimento e Modelagem
Erik Cavalcanti e Silva

Modelos mais sofisticados que aqueles baseados no Modelo de Chick foram propostos
a partir de teorias desenvolvidas para elucidar o mecanismo de inativagdo microbiana, entre

0s quais estd o0 Modelo dos Alvos Multiplos sugerido por Severin et al. (1983).
e Modelo dos Alvos Multiplos

A hipdétese bésica da teoria dos alvos maltiplos é que cada particula (organismo ou
grupo de organismos) contém n, alvos criticos idénticos. Todos eles devem ser danificados
uma dnica vez e destruidos para a completa inativacdo do micro-organismo. Uma vez que 0
numero de alvos é finito, a probabilidade de um novo dano ocorrer decresce com o
desenvolvimento do processo de desinfeccdo (SEVERIN, 1983). Para um reator em batelada a

taxa de realizacdo do i-ésimo dano na particula é:

i, = (Mg — L + DK'CNi_y — (n — DKCN, (12)

Em que:
n, humero de alvos contidos numa particula

A probabilidade de inativar um alvo especifico é (1 — exp(—kCt.)) e 0 modelo para

a inativagdo microbiana é dado por:

N; n
lnN—:) =In[1 - (1 - exp(—k'Ct,)) ‘| (13)

i
e Modelo dos multiplos alvos modificado

Baseado nos mesmos principios do Modelo dos multiplos alvos, este modelo foi
desenvolvido para descrever cinéticas que ndo sdo de primeira ordem com relagdo a

concentragdo de biocida inserindo o termo ndo-linear n (KAYMAK, 2003):

N; n
lnN—; = ln[l — (1 — exp(—k'C"tc)) a] (14)

i
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No decorrer dos anos, melhorias nos modelos propostos para descrever o processo de
desinfeccdo de aguas empregando-se agentes oxidantes tém sido realizadas, e fatores que
frequentemente eram negligenciados tém sido levados em consideracdo como a volatilidade
do agente oxidante. Corradini e Peleg (2003) desenvolveram um modelo que inclui esta
propriedade. Para tanto, consideraram que a equacdo da taxa de inativacao deve ter o perfil de
concentracdo do biocida incorporado em seus coeficientes, e ndo pode ser apenas um termo
independente. Os autores utilizaram dados de processos de desinfec¢do que utilizaram como

oxidantes o cloro, e o0 acido peracético e como micro-organismo alvo, coliformes fecais.

1.3.2 PROCESSOS DE DESINFECGAO VIA IRRADIAGAO COM LUZ ULTRAVIOLETA C (UVC)

1.3.2.1 Radiacdo ultravioleta

Segundo a 1SO 21348/2007, que define as categorias espectrais da irradiancia solar, a
regido eletromagnética UV corresponde a faixa de comprimento cujo valor esta entre a regido

de raios-X e aquela referente a luz visivel (Tabela 1).

Tabela 1 - Categorias espectrais da irradiancia solar, faixa ultravioleta (Fonte: 1SO
21348/2007).

Faixa de comprimento de onda

Subcategoria Nomenclatura

(nm)
uv 100 <A <400 Ultravioleta
VUV 10 <A <200 Ultravioleta Vacuo
EUV 10<A <121 Ultravioleta Extremo
H Lyman-a 121 <A <122 Lyman-alfa Hidrogénio
FUV 122 <A <200 Ultravioleta Distante
uvC 100 <A <280 Ultravioleta C
MUV 200 <A <300 Ultravioleta Médio
UVvB 280 <A <315 Ultravioleta B
NUV 300 <A <400 Ultravioleta Proximo
UVA 315 <A <400 Ultravioleta A
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Como pode ser visto na Tabela 1, a radiagdo UV é emitida na faixa de comprimento de

onda de 100 a 400 nm, sendo constituida de distintos tipos de radiacdo UV, que possuem

caracteristicas e aplicacdes especificas, listadas a seguir:

Radiacdo UVA (UV de Onda Longa): Emitida na faixa de comprimento de onda de
315-400 nm. A radiacdo UV proveniente da luz solar € composta basicamente por esse
tipo de onda. N&o é prejudicial & saide humana, é usada em tratamentos de algumas
doencas de pele tais como psoriase, vitiligo, linfoma cutaneo, parapsoriase e eczemas.
Lampadas que emitem radiacdo nesta faixa de comprimento de onda sé@o chamadas de
“Luz Negra” (WHITTON et al., 2008; LAM et al., 2008).

Radiacdo UVB (UV de Onda Média): Emitida na faixa de comprimento de onda de
280-315 nm. Responde por uma pequena porcentagem da radiacdo UV da luz solar, é
prejudicial ao ser humano, a exposicdo prolongada a este tipo de radiagéo leva ao
desenvolvimento de cancer de pele e catarata (LI et al., 1995; GRANT, 2008).

Radiacdo UVC (UV de Onda Curta): Emitida na faixa de comprimento de onda de
100-280 nm. E conhecida como radiacdo UV germicida devido a suas propriedades de
inativacdo microbiana, tem sido largamente empregada na desinfeccdo de aguas
contaminadas e na industria de alimentos. Causa avermelhamento da pele e irritacdo
transitdria nos olhos, porém, ndo causa cancer de pele (WALKLING-RIBEIRO et al.,
2008).

1.3.2.2 Mecanismo de inativacgéo por irradiacdo com luz UVC

A tecnologia de desinfeccdo por irradiacdo com luz UV esta cada vez mais sendo

reconhecida e empregada como item integrante de protecdo da satde publica, atuando contra

contaminagfes quimicas e microbioldgicas. Sistemas de desinfec¢do via radiacdo UV usam

predominantemente a faixa do espectro que corresponde aos comprimentos de onda entre 200

nm e 300 nm. A eficiéncia da radiacdo UVC como desinfetante é consequéncia das mudancas

induzidas pela radiacdo no DNA do microrganismo (Figuras 1 e 2), incluindo a formacéao de

dimeros de timina entre aos pares de bases de timina adjacentes, o que interfere no poder
reprodutivo do microrganismo (MONTAGNER, 2005).
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Figura 1 - Sequencias de DNA alteradas pela radiacio UVC (Fonte da imagem:
www.aquionics.com).
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Figura 2 - Esquema reacional para a formagdo do dimero da pirimidina pela fotdlise a 254
nm a partir de dois monémeros da base timina (BOLTON, 1999).

Quanto maior a dose de radiacdo aplicada (energia incidente em uma determinada area
durante certo periodo), maior o nimero de danos causados no DNA microbiano e menor é a
porcentagem de células que sobrevivem & irradiagdo (LAWRYSHYN, 2003). Vérios séo 0s
trabalhos desenvolvidos que comprovam a eficacia da radiacdo UVC como agente germicida
no tratamento de agua contaminada (CARETTI et al., 2003; KOIVUNEN et al., 2005;
MAMANE et al., 2007; NEVES, 2008; SILVA, 2007).

1.3.2.3 Modelagem de Fotorreatores

O primeiro passo para a obtencdo de parametros da cinética intrinseca de um processo

¢ a modelagem do equipamento empregado na obtencdo dos dados. A geometria e

hidrodinamica devem ser detalhadas e expressas em termos matematicos a fim de se conhecer
0s campos de concentragdo e radiacao no interior do fotorreator.

A modelagem rigorosa dos fotorreatores, assim como a desenvolvida para reatores

quimicos, baseia-se nos principios da conservacdo do momento, da matéria e de energia
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(térmica e radiante). Para fins do desenvolvimento do projeto de fotorreatores, faz-se
necessario que o campo de radiagdo desenvolvido no espaco reacional destes equipamentos
seja modelado. Como a variagdo de temperatura em reac6es fotoquimicas € minima nédo ha a
necessidade de uma modelagem do campo térmico (CASSANO et al., 1995).

De acordo com os fundamentos da engenharia das reacdes e dos reatores (FOGLER,
2002; LEVENSPIEL, 1999) tem-se que o projeto de um reator deve ser baseado em dados da
cinética intrinseca de um determinado processo. Por cinética intrinseca compreende-se aquela
que independe de dados geométricos do reator (ZALAZAR et al., 2005). No caso dos
fotorreatores, esta cinética sé pode ser obtida se as propriedades do campo de radiacao, tais
como o fluxo de energia incidente, G,, e a taxa volumétrica local de absorcéo de fétons, ey,
forem devidamente elucidadas. Estas propriedades de campo sdo funcdes de X: vetor posicao;
Q: direcdo de propagacéo da radiacéo; t;: tempo de irradiagéo e A: comprimento de onda da
radiacdo. Esta necessidade existe porque nos processos fotoquimicos os campos de
concentracdo de uma dada espécie e o de radiacdo sdo interdependentes (CASSANO et al.,
1995). A Figura 3 apresenta um esquema diagramatico a ser seguido para a obtencdo da

cinética intrinseca de um dado processo fotoquimico.

Esquema Cinético

!

Reator de bancada Balan¢o de Massa Modelo Cinético Modelo de Radiacdo

Dados Experimentais | ; J
Simulagao Computacional —

Algoritmo de

>

"~ Otimizagdo

|

Cinética Intrinseca

Figura 3 - Esquema para obtencdo de dados da cinética intrinseca de um processo
fotoquimico (Fonte: IMOBERDOREF et al., 2007).

O projeto do fotorreator de bancada ditara a complexidade da equacéo diferencial para

0 modelo e sua solugédo. Por serem os campos de concentragéo e de radiacdo interdependentes
esta equacdo é complexa e de forma integro diferencial cuja solugdo é numérica.

Os fotorreatores sdo classificados frequentemente com base em sua configuracao

quanto ao posicionamento e tipo da fonte de radiacdo e quanto a forma de escoamento. O
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fotorreator ilustrado na Figura 4 é um exemplo de fotorreator do tipo anular vertical com
lampada imersa em direcdo paralela ao escoamento for¢cado no conduto. Essa configuracéo
induz o transporte de fotons preferencialmente na direcdo radial e a pequena espessura do
caminho 6tico maximiza o volume irradiado, evitando a ocorréncia de areas escuras no meio
reacional.

Figura 4 - Esquema do fotorreator anular lampada imersa e escoamento for¢cado em conduto:
1. Lampada germicida; 2. Tubo de quartzo (entrada 6tica do fotorreator); 3. Tubo Pyrex; 4.
Espaco reacional.

1.3.2.4 Modelos cinéticos de inativacdo microbiana via irradiacdo UVC

A cinética de inativacdo microbiana por irradiacdo UVC pode ser interpretada com
base nos modelos cinéticos de desinfeccdo propostos por Chick, Watson, Hom e Severin
(Secdo 1.3.1.3), com a adaptagdo de que a concentracdo de agente desinfetante, C, deve ser
substituida por alguma forma da intensidade de radiacdo incidente, ja que este € o agente
bactericida neste caso. Deste modo a Dose definida como Dose = C.t, para 0 caso de um
agente bactericida quimico, torna-se Dose; = I;.t, para 0s processos de desinfec¢do via
irradiagdo UVC, em que o subscrito A faz referéncia ao comprimento de onda da radiagéo
empregada.

Como dito, o conceito de dose de radiacdo UVC foi desenvolvido a partir do conceito
classico recorrente em trabalhos sobre desinfec¢do quimica baseado no produto da

concentracdo do reagente com o tempo de reacdo, ou seja:
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Dose, = I;.t;, para reatores em batelada (15)
Dosey = 1I;. % =17 para reatores de fluxo continuo (16)
Em que:

I;  intensidade da radiacdo de comprimento de onda 1 [W.cm?]

t;» tempo de irradiacao [s, min, h]

T tempo médio de residéncia [s, min, h]

V. volume irradiado (volume do reator) [cm?]

Q  vazdo volumétrica [cm®s™]

Labas et al. (2006b) fazem uma critica sobre a interpretacéo do pardmetro I, e sobre o
modo pelo qual esta grandeza é frequentemente calculada. Em grande parte das publicacdes, a
intensidade da radiacdo é considerada simplesmente como sendo igual a emitancia da
lampada ou, de outra forma, igual & irradiancia na entrada Otica do fotorreator. Os autores
propdem que a dose deve ser calculada tendo por base a média da radiagdo incidente no meio
reacional, o que inclui o efeito da atenuacdo da energia incidente devido a fendbmenos como
absorcéo e espalhamento. De forma mais apurada, recorrendo a teoria do campo de radiacéo,
0s autores iniciaram abordando a definicdo da intensidade especifica, ou irradiancia, de uma

radiacdo monocromatica, A, € na dire¢ao particular do angulo sélido Q:

&)= lim (dA- coscé?Ededt- d/l) (17)
dAjdQdt;,-dA—0 ir ir
Em que:
I intensidade especifica [W.cm™.sr]
t;, tempo de irradiacdo [s]
A comprimento de onda [nm]
A;, éreairradiada [cm?]
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E  energia da radiagdo [W.s]
6 coordenada angular [rad]
Q  angulo sélido [sr]

— indica um vetor

Desta propriedade derivou-se entdo a radiacdo incidente, G;, em qualquer ponto no

espaco tridimensional do reator.

G2 ti) = [ 1,66 d0 (18)
Q

Em que:

G, radiagdo incidente [W.cm™]

Ou seja, a radiacdo incidente é o resultado da integracdo das intensidades especificas
que chegam a um determinado ponto vindas de todas as direc6es (angulo sélido ). Em casos

em que a luz empregada seja policromatica:

Az
G(.?_C), tiT‘) = j di J I}L,ﬁ(‘)—é' tiT‘) dQ (19)

A dependéncia temporal de G, segundo Labas et al. (2006b), pode ser devido a
condicdo de estado ndo estacionario de algumas das propriedades envolvidas no célculo da
intensidade especifica como, por exemplo, a concentracdo da espécie que absorve radiagdo. A
dependéncia espacial de G pode ser devido as caracteristicas geométricas do fotorreator e/ou a
atenuacdo da radiacdo produzida pela absorcdo e/ou espalhamento no meio reacional.
Conclui-se entdo que a radiagéo incidente em cada ponto do fotorreator empregado deve ser

conhecida e ndo pode ser considerada constante como indicam as Equacbes 15 e 16. Deste

41



Desinfeccdo de Aguas Empregando Processo de Oxidagio Avancada (UVC/H,0,): Desenvolvimento e Modelagem
Erik Cavalcanti e Silva

modo o conceito de Dose foi complementado, aplicando-se a média espacial de G sobre o

volume do reator:

Dose = (G (ti))v,, T (20)
Sendo:
1 -
(Gl(tir))vir =1 G(X, tir)dViy (21)
Vir Vir
Em que:
valor médio da radiacdo incidente em relacédo ao volume
(Ga(tir)v,, ¢ ¢ [W.cm™]

irradiado

Labas et al. (2006b) argumentam ainda que em cada ponto do fotorreator a inativacao
é resultado da absorcao de radiagdo pelo microrganismo, que é uma propriedade diferente da
radiacdo incidente devido ao fato de ser proporcional a absortividade especifica e

concentracdo do microrganismo:

ey (X, ty) = a; )N; (X, ;) Gy (%, t;7) (22)

Em que:
a

e; taxa de absorcéo de radiacéo por unidade de volume do fluido ~ [W.cm™]

a;,  absortividade neperiana do microrganismo i no comprimento [cm2.UFC™]
de onda A

N; concentragdo do microrganismo i [UFC.cm™]

O termo a; 3 N;(%, t;,) é igual ao coeficiente volumétrico de absorcdo neperiano do

componente i presente no meio reacional, k; ;.
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Kia = a; N (%, t;;) (23)

A propriedade ética da bactéria «; ,, a absortividade neperiana do microrganismo i no
comprimento de onda especifico A, é estimada acompanhando-se a tendéncia linear da
absorbancia da suspensdo bacteriana frente a variacdo em sua concentragdo, é obtida deste
modo a absortividade microbiana, ¢; ;, que corresponde ao coeficiente angular da reta ja que a

absorbéncia é dada por:

Abs = gi,l' le (24)

E o comprimento do caminho 6tico percorrido pela luz no espectrofotémetro, b, é de 1

cm.
A absortividade se relaciona com a absortividade neperiana do seguinte modo:
E: = ai’l
i,A 2,303 (25)
Em que:
g,  absortividade do microrganismo i no comprimento de onda A [cm2.UFC™]

Se mais de uma espécie presente no meio reacional absorver energia no comprimento

de onda 4, entdo o coeficiente de absorg¢éo volumétrico total é dado por:

Ky =X Kia= i Ni(ty) (26)

Labas et al. (2006b), com base na teoria do campo de radiacio (OZISIK, 1973;
CASSANO et al., 1995), propuseram que a desinfeccdo por radiacdo UVC fosse analisado de
acordo com a variavel de processo “Dose-modificada”, Dosey (t;), cuja definicdo é dada

pela Equacdo 27 a sequir:

Dosey(t;) = ((e,? (%, tir))Vl-r)tir- tir (27)

43



Desinfeccdo de Aguas Empregando Processo de Oxidagio Avancada (UVC/H,0,): Desenvolvimento e Modelagem
Erik Cavalcanti e Silva

Na qual o termo ((ej (x, tir))v, )¢, representa a media da taxa de absorcdo de radiagdo
por unidade de volume do fluido, {(ef' (X, t;;-))y,., tomada sobre o tempo.

O modelo para ({ef (¥, t;))v, )¢, Para o fotorreator anular em questéo pode ser obtido
associando-se Equacdo 40, oriunda do balanco de matéria (Secdo 2.1), com a expressao
fenomenoldgica para a taxa da reagdo de inativagdo microbiana media, (R;(t;))y, . Equacdo

28:

dNi(tir) VLT
T E(R i )v,, (40)
(R (tlT‘))Vlr —k.N; (tlT‘) [(e)La(x tl‘r‘))V”«] (28)

Apds substituir a Equacdo 28 em 40 e separar as variaveis:

tir 1 Vrg (M "N,
(et @& ty))y, | dty = 29
[(e2 G tidhv, | b —k Vi ne Nilta) (29)
Uma vez que:
1 tir dra m
? [<e/1 (x’ tir))Vir] = <[<e/1 (X t”'))VLr] >tlT (30)
rJ0
E efetuando-se os algebrismos necessarios, obtem-se:
. 1 Ver (N7
[«e,l (%, tlr))Vlr)tlr] lir = __kw n Nio (31)

Comparando-se as Equacdes 27 e 31 conclui-se que o primeiro membro da Equacéo
31 trata-se da dose modificada, portanto, tem-se, para o fotorreator anular empregado no

presente trabalho:
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1V N
Dosey (t;y) = —_k% In ( 1\;0 > (32)
ir i

O modelo para a evolucao da concentracdo microbiana no processo por inativacédo via
fotolise direta pode ser derivado da Equacdo 31, explicitando-se a razdo de inativagéo,
resultando na expresséo dada pela Equacdo 33:

NS v, "
In < 1\;.0 ) = —le; [((ef(a_c’, tiT))Vir>tir] . tir (33)

1.3.3 PROCESSO DE DESINFECCAO COMBINADO UVC/H,0;

Em um processo de desinfeccdo de agua por radiacdo UVC/H,0; héa sinergia de trés
rotas possiveis de inativacdo celular: a) fotolise do DNA da célula microbiana ativa; b) ataque
do H,0, as membrana, enzimas e ao DNA das células microbianas ativas e c) ataque dos
radicais livres, gerados pela reacédo de fotolise de H,O,, as membrana, enzimas e ao DNA das
células microbianas ativas (LABAS, 2007). Quando houver matéria organica dissolvida
presente na &gua, tais como substancias humicas, herbicidas, toxinas de algas etc., esta
também poderd ser degradada de acordo com sua sensibilidade ao POA UVC/H,0,
(ZALAZAR et al., 2005; MIRANDA, 2003; WANG et al., 2000).

Wang et al. (2000), realizaram estudos sobre a degradacdo do acido hdmico
empregando H,O, e radiagdo UV de comprimento de onda de 260 nm, concluiram que a
oxidacdo da matéria organica e a decomposicao do oxidante seguem uma cinética de primeira
ordem e de ordem zero, respectivamente. Os autores também constataram que o acido himico
é degradado cerca de 12 vezes mais rapidamente quando o material da janela ética do
fotorreator € o quartzo frente a janelas Oticas confeccionadas em Pyrex, isso se deve a
opacidade do Pyrex ao comprimento de onda utilizado (260 nm). Miranda (2003) empregou
0s POAs UV/H,0; e UV/O3 na degradacdo do herbicida atrazina que € um poluente resistente
ao tratamento bioldgico empregado no cultivo da cana-de-agucar. O autor chegou a conclusdo
de que ha uma sinergia entre as rotas de oxidagdo. As moléculas de atrazina ndo séo oxidadas
apenas via ataque dos radicais hidroxila, mas também via outras duas rotas secundarias,
fotdlise direta (UV/O3 e UV/H,0,) e ataque direto do ozénio molecular (UV/O3). Miranda

(2003) concluiu também, que para o processo de degradagéo da atrazina via UV/H,0, o fator
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mais importante na taxa de degradacdo foi a formacdo de radicais, entretanto, hd uma
quantidade o6tima de H,O, além da qual havera competicdo entre a atrazina e 0 H,O, pela
absor¢ao da radiagdo UV. A geragdo de radicais livres (OH- ¢ HO,') no POA UV/H,0, ocorre
pela reacdo de fotdlise.
1.3.3.1 Mecanismo de formacéao de radicais hidroxila

Bielsky et al. (1985) realizaram um estudo acerca da reatividade dos radicais hidroxila

em solucdo e indicaram que a seguinte reagdo em cadeia ocorre numa solucéo de peroxido de

hidrogénio quando irradiada com luz UVC:

H,0, iy 2HO- Iniciacdo

H,O, + HO- —» H,0 + HO,:

Propagacéo
H,0, + HO,: » HO' + H,0 + O,
HO' + HO: —» H,0,
HO- + HOy — H,0 + 0, Terminag&o

HO, + HO, —» H,0, + O,

Os radicais gerados na etapa de propagacdo sdo 0s responsaveis pela
degradacdo de poluentes em efluentes ou qualquer outra matéria organica presente na agua a
ser tratada por este processo de oxidacdo avancada. O processo € limpo, pois gera apenas H,O
e O, nas etapas de terminacdo, o peroxido de hidrogénio que é gerado pode voltar a etapa de

inicializacéo se a fonte de radiacéo for permanente.

1.3.3.2 Modelos cinéticos de inativacdo microbiana via UVC/H,0,

Crittenden et al. (1998) desenvolveram um modelo cinético dinamico para a
degradacdo de material organico presente em agua empregando-se UVC/H,0, em um reator
de mistura. Foram utilizados os parametros fotoquimicos e as constantes cinéticas reportadas

na literatura para cada passo do mecanismo de reacdo a fim de predizer a mineralizacdo de
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compostos organicos. Diferente de publicacGes recorrentes, 0s autores propuseram um
modelo que ndo considera a taxa liquida de formac&o de radicais livres como sendo de ordem
zero (estado pseudo-estacionario), além disso, foi considerada a variacdo do pH do meio no
decorrer do processo, 0 que, segundo os autores, tem uma influéncia consideravel sobre a
formagcdo de radicais livres. Porém, este fato se deve a formagdo de minerais acidos, dioxido
de carbono e outros intermediarios &cidos, provenientes da oxidacdo da matéria organica,
agente contaminante empregado no trabalho de Crittenden et al. (1998). No caso de
inativacdo microbiana, esta influéncia provavelmente serd& menos evidente. Os autores
mencionam que a degradacdo de poluentes organicos em &gua ndo afeta os resultados do
modelo consideravelmente em &gua natural com valores tipicos de alcalinidade, e que a
mudanca de pH s6 deve ser considerada para o caso de alta alcalinidade. Os autores afirmam
ainda que, devido ao mecanismo de formacdo de radicais livres, existe uma razdo 6tima, f,
entre a concentracdo inicial de H,O, e a concentracdo inicial de material a ser degradado.
Segundo os autores, isto ocorre devido ao fato de que em grandes concentracdes 0 excesso de
H,0O, consome radicais hidroxila que seriam destinados a degradacdo do material poluente.
Alfano et al. (2001) desenvolveram um modelo cinético para o processo de
degradacdo de material organico empregando o processo UVC/H,0O, em um reator batelada.
Foram realizados ensaios visando a determinacdo da razdo 6tima entre a concentracao inicial
de H,O, e a concentragédo inicial de material organico. Concluiu-se que existe uma razéo
Otima entre as concentragdes iniciais de oxidante e material organico. Esta razdo aumenta com
0 aumento da concentracdo inicial de poluente, ou seja, ndo existe um Unico valor 6timo para
esta razdo, e sim, um valor Otimo para cada concentracdo de material organico a ser
degradado. Alfano et al. (2001) estudaram ainda os efeitos das caracteristicas espectrais das
lampadas germicidas utilizadas, e concluiram que para uma lampada germicida de irradiacéo

na faixa de 254 nm o aumento em sua poténcia nominal acelera o processo de degradacao.

O completo entendimento acerca do mecanismo da inativagdo de micro-organismos
pelo processo combinado UVC/H,0, é fundamentado na complexa relacdo entre os agentes
biocidas envolvidos e o mecanismo pelo qual cada biocida inativa o micro-organismo
indepedentemente. A descricdo deste mecanismo é possivel realizando-se um estudo modular,
elucidando os aspectos de cada relacédo possivel entre radiacdo, H,O; e bactéria, quantificando

todos os aspectos da interagdo entre 0os mesmos e identificando possiveis sinergias.
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2 MODELAGEM MATEMATICA

2.1 Modelo diferencial para a taxa de inativa¢do microbiana no fotorreator

O modelo diferencial para o perfil de concentracdo em fotorreator tubular inicia-se

com um balanco material diferencial, que € dado por (BIRD et al., 2001):

taxa de produgdo ou consumo
de massa por reagdo (34)

{ taxa de massa } {taxa de massa} _ {taxa de acumulo}
homogénea no VC

que entra no VC que sai do VC de massa no VC

Para o sistema experimental montado no Laboratério de Processos Cataliticos (LPC)
do Departamento de Engenharia Quimica da UFPE, sendo o volume de controle apenas o do
fotorreator (Figura 5), levando-se em conta que o fotorreator opera em batelada dentro de

ciclo continuo, tem-se que a expressdo geral para o balango material é dada por:

|, MGz [ NG A= [ KRG @
Em que:

N;  concentracdo do elemento i [UFC.cm™]

ti;- tempo de irradiagdo [s]

V,,  volume irradiado (fotorreator) (610 cm?) [cm?]

Vrr  volume Gtil do tanque de reciclo (8000 cm®) [cm?]

r  raio [cm]

z  coordenada espacial vertical (altura do fotorreator) [cm]

R; taxade consumo ou produgéo por unidade de volume do [UFC.cm™s™]
elemento i
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Vir VTR

t

Figura 5 - Esquema basico do sistema experimental empregado nos estudos de desinfecgéo.

As taxas de reagdo média e da concentragdo média de “i”” nos respectivos volumes sdo

definidas como:

fVir N;(#,Z, t,)dV

(N, Z,ti))y,, = - (no fotorretor) (36)
A
N;(7,Z, t;,)dV
WAGEATS) T o l(V ir) (no tanque de reciclo) (37)
TR
R,(7,Z, t;)dV
(R 7, )y, = Jy, RiG 2 tir) (no fotorretor) (38)

Vi

Considerando-se que o sistema é operado de forma que o fotorreator comporta-se
como diferencial, tem-se que a concentragdo da espécie “i” ¢ apenas fungdo do tempo.
Aplicando-se a transformada de Green a Equacédo 35, dividindo-se cada termo pelo volume do
equipamento a que se refere e substituindo-se as Equacbes 36 a 38 na equacdo resultante,
obtém-se a equacdo de balanco para o processo em termos dos valores médios:

0 0
Vir (Ni(tir))Vir + VTR <Ni(tir))VTR = Vir<Ri(tir))Vir (39)
oty Oty

Dividindo-se a Equacgéo 39 por Vr; e observando-se que a relagcdo entre o volume
irradiado e o volume do tanque de reciclo tende a zero e que a conversdo por passo €
diferencial, chega-se ao modelo para a taxa de inativagdo microbiana no fotorreator:
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dNi(tiT) _ ViT

Os volumes da tubulagdo e da bomba foram considerados despreziveis em relacdo ao
volume total. A condicéo inicial para a Equacédo 40 é dada por:

tir =0 - N;(0) = N} (41)

No caso dos estudos cinéticos onde a desinfeccdo € decorrente apenas do contato da
bactéria com o H,0, e ndo ha irradiagdo com luz UVC, e considerando-se o volume de
controle como sendo o sistema inteiro (fotorreator + tanque de reciclo + canaletas + bomba) a
taxa de inativacdo microbiana € igual aquela observada em qualquer parte do sistema (VC),
uma vez que nao ha entrada nem saida de massa no mesmo. Tomando-se como referéncia o

tanque de reciclo (ponto de amostragem):

dNi(tc)
<d—tc>m = (Ri(t))vp (42)

Para a vazao proporcionada pela bomba centrifuga utilizada no sistema experimental
(Figura 7), e dada a geometria do fotorreator empregado neste trabalho, o tempo de
irradiacgdo, t;,., ou seja, o tempo que efetivamente houve irradiacdo numa particula presente no

meio reacional pode ser calculado pela Equacao 43:

tir = n¢ [tlc — (g + tTR)] (43)

Onde n, é o numero de ciclos efetuados no sistema no momento da amostragem, que
pode ser calculado como a razéo entre o tempo da amostragem, t,, € 0 tempo de duragéo de

um ciclo, t;., logo:

lir = Lo [tic — (te + trr)] (44)

tic
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Em que:
ti-  tempo de irradiagdo [s]
t.  tempo de contato [s]
t,  tempo de amostragem [s]
t;c  tempo de um ciclo, t;. = 140 s (Silva, 2007) [s]
t,  tempo de escoamento pelas tubulagGes do sistema, t;, = 5,6 s* [s]
trrg  tempo médio de residéncia no tanque de reciclo, tyg = 126 s * [s]

* Para a vazao proporcionada pela bomba centrifuga empregada (Silva, 2007)

2.2 Modelo diferencial para as propriedades do campo de radiacdo

Santarelli (1983) e Cassano et al. (1995) sugerem que no fenémeno de transferéncia de
energia radiante em um meio reativo hé interacdo de um ‘“campo material multicomponente”
com um “campo imaterial” constituido de fotons. Ambas as fases coexistem em uma dada
regido do espago e interagem entre si de acordo com 0s mecanismos de absorgdo e
espalhamento de fotons (Figura 6). O balanco de fotons é dado por (WHITAKER, 1977;
OZISIK, 1973):

{taxa de fotons (Q, ?\)} _ {taxa de fétons (Q, 7\)} _ {taxa de acﬁmulo} {taxa de produgﬁo}
que entram no VC que saem do VC de fotons no VC de forons no VC

(45)
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Afe Fitone

(@) (b)

Figura 6 - Representacdo de elementos de um campo de radiacdo. (a) Volume de controle
infinitesimal de um meio reativo participantes (WHITAKER, 1977); (b) Representacdo dos
mecanismos de transporte de radiagdo em um elemento de volume (CASSANO et al., 1995).

A Equacéo 37 pode ser reescrita em termos da funcéo distribuigéo espacial de energia
radiante representada por Intensidade Especifica Espectral (Im), numa equacdo conhecida

como Equacdo Geral de Transferéncia de Energia Radiante (EGTER) (OZISIK, 1973):

10lq,
c atir

+ V. (Iga Q) = =W, + WS, + Was e —Wa5 (46)

Onde I, ; € a intensidade de radiacdo espectral especifica (radiagdo monocromatica),
Wi, WS, W35 e W5 * sdo as contribuigBes ao transporte de fotons pelos mecanismos de
absorcdo, emissdo e espalhamento da luz entrando e saindo do espago reacional,
respectivamente, c é a velocidade da luz, Q é a direcdo do angulo sélido e A 0 comprimento
de onda da radiacéo.

A Equacdo 46 deve ser particularizada para o sistema a ser analisado. Para o caso da
desinfeccdo de &guas nas condi¢bes empregadas nesta pesquisa (bactérias suspensas e
dispersas em um meio livre de nutriente, sem presenca de solidos suspensos), as seguintes

simplificacGes e suposicdes sdo verdadeiras:
a) Suspensdo agua pura/bactérias pode ser considerada como um meio pseudo-

homogéneo (S0 uma fase existe no espago reacional do fotorreator, bactérias néo se

aglomeram e o diametro celular esta sendo considerado pequeno o suficiente para ndo
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provocar espalhamento de luz). Desta forma, ndo ha espalhamento da radiagdo no
espaco reacional, ou seja, W35 °e W35 ~° sdo nulos na Equacéo 46;

b) Né&o ha fonte de radiacéo dentro do espago reacional, W ;, € igual a zero na Equacao
46;

c¢) Devido ao alto valor da velocidade da luz, c, fator % € muito pequeno, logo o primeiro

membro da Equacéo 46 tende a zero.

Levando-se esses itens em consideracdo, o balanco de fotons na regido reacional do

fotorreator é dado por:

V. (o2, Q) = —Wg, (47)

O fotorreator utilizado nesta pesquisa foi especialmente projetado para apresentar
transferéncia de fotons significantemente superior na direcdo radial. Consequentemente, as
propriedades do campo de radiacdo apresentam apenas dependéncia radial. Ao se aplicar o

modelo radial de incidéncia no sistema nas propriedades do campo de energia radiante, tém-

se:
Iny = f(7,Q, t;) (48)
Kka =g tiy) (49)
Em que:
k;  coeficiente de absorcdo (linear ou volumétrico) [cm™]

A Equacdo 47 ¢é a forma tridimensional da “Equagao de Lambert”. Se o coeficiente de
absorcéo (xc;) for linear em respeito a concentracdo das espécies, este pode ser escrito em
termos das concentracBes e absortividades molares, o que leva a conhecida equagdo de
Lambert-Beer. O coeficiente de absorgéo, k,, representa a quantidade de energia radiante
absorvida nas trés diregdes espaciais (r, 6 e ¢). Necessita-se, também, de uma Equacao
Constitutiva ou Fenomenologica para representar o fluxo de fotons absorvidos no sistema.

Esta é dada por:
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W = 17 ti)- I (7, Q, tir) (50)

Substituindo-se a Equacdo 50 na Equacgéo 47 e considerando uma sé dire¢do Q, tem-

Se:

V. (IQ,A) = =1 (7, ti). In 2 (7 tir) (51)

O campo de radiacdo pode ser representado por dois tipos de modelos: a) Modelos de
incidéncia e b) Modelos de emissdo. Neste trabalho o modelo de incidéncia sera utilizado.
Estes modelos sdo semi-empiricos, pois necessitam de valor experimental da condicdo de
contorno para a Equagéo 51, sendo esta a Intensidade Especifica Espectral avaliada na entrada
Gtica do fotorreator, ¥, ou em termos da energia incidente G,, o fluxo de energia incidente
que chega & entrada 6tica do fotorreator, G;".

De acordo com Cassano et al. (1995), as propriedades do campo de radiagéo:
Intensidade Especifica Espectral, Energia Radiante Incidente e a Taxa de Absorcdo de

Radiacdo por unidade de volume estdo conceitualmente relacionadas entre si de acordo com:

Gl (‘F' tir) = f IQ,)L(‘F; -Q’ tir)d'Q (52)
Q
ein (P tirr) = ki 2Ga (7, i) (53)
eaF ) = iz | Ina 0,00 (54)
Q

Da Equagéo 51 e 52 e considerando uma s6 diregao Q:

V.G (7 tip)] = =13 (7 tir). G (P, tiy) (55)

Ou seja:

1d N 5 S
~dr [rG (7, ti)] = =1y (7, tir). Gy (7, i) (56)
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Separando-se as variaveis e integrando:

m61 d[rG, (7, tiy r,
f dlrGa (@ )] _ f (7 £, dr (57)

w.GY Gy (F, tirr) w

Em que, r", refere-se ao raio da janela ética do fotorreator, tubo de quartzo.

O processo de desinfeccao foi conduzido com radiagcdo UVC produzida artificialmente
por uma lampada germicida monocromatica, portanto o coeficiente volumétrico de absorcéo

neperiano, k;,, ndo é funcdo da coordenada espacial, mas apenas do tempo, entéo:

r

= =K (tir) f dr (58)

rw

fw d[rG,(7, t;)]
™,GY G/’l(?' tirr)

Logo, o perfil de energia incidente no fotorreator é dado por:

w

N T
G/'L (T, tir) = T G)‘L/Vexp [_K)l (tirr) (T - rw)] (59)
E o perfil da taxa de absorcéao de fotons por unidade de volume:

w

. r
eh (7 ty) = TKi,AG)‘LNexp[_KA(tir)(T —-r")] (60)

Onde G}’ é a energia radiante incidente na entrada dtica do fotorreator (condigdo de
contorno) que deve ser obtida através de técnica de actinometria associada & modelagem do

fotorreator para a concentracdo de Fe?*, Equacdo 61 (SILVA, 2007).

Gy’

(61)

_ 1 ﬁ dCFe” (tirr)l
¢I/~}e2+ Air dt t—0

Em que:
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rendimento quantico do Fe?* , valor: 1,25 mol.einstein™

[mol.einstein™]
a 254 nm (MUROQV et al., 1993)

A
¢Fez+

concentracéo do Fe?* a um determinado tempo de 3
Crez+ (tirr) [mol.cm ]
processo

O rendimento quéntico para uma reacdo fotoquimica de uma espécie i
¢, é definido como a razéo entre o nimero de moléculas que sdo degradadas pelo nimero
total de fotons absorvidos. Vale destacar que na Equagdo 60 o termo k;; € o coeficiente
volumétrico de absor¢édo neperiano do componente i presente no meio reacional, enquanto que
K, € o coeficiente volumétrico de absorcdo neperiano total, referente a todos os componentes

presentes no meio, sendo:

Ky = Z Kia (62)

i

Silva (2007) estudou o processo de desinfeccdo de dgua contaminada por E. coli via
radiagio UVC. Este processo foi desenvolvido em um fotorreator anular de bancada,
especialmente projetado para desenvolver estudos cinéticos (tipo anular com baixo tempo de
residéncia). Com base em Cassano et al. (1995) e Alfano et al. (1986) modelou
matematicamente este fotorreator. O mecanismo utilizado foi o de Labas et al. (2006)
simplificado.

O fotorreator foi acoplado em série a um tanque de reciclo em um sistema continuo
(Figura 7). Para a determinacdo da cinética intrinseca do processo, foi desenvolvido todo
formalismo matematico (balango de massa e de fétons) e determinaram-se experimentalmente
todas as condi¢cbes de contorno e variaveis necessarias as equacdes diferenciais. Realizaram-
se estudos actinométricos e de absorcao de radiacdo a fim de descrever o campo de radiacéo
no interior do meio reacional do fotorreator. Medidas de distribuicdo de tempos de residéncia
foram executadas no tanque de reciclo com o objetivo de caracterizar 0 escoamento
hidrodindmico do sistema.

O valor médio da energia incidente em cada ponto do volume irradiado € dada por:
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fV- GA(F» tirr)dv
(Gt )y, = — (63)
f, av

Ou seja:

i f
G — fOLlT fozn frrw GA(?l tlr)TdT'dez
(G2, =2
fO fO fTW T'dT'deZ

(64)

Substituindo a Equacdo 59 na Equacdo 64 e executando as operacdes algébricas
necessarias:

GY A
Gty = o 7 (L= el =] (65)

De maneira semelhante obtém-se a taxa de absorcao volumétrica local de fotons:

ia(ti). G Ay
(el2(ti)lv,, = Klkit(—t))l T {1 - exp[—r;(t;) (¥ — )]} (66)

Sendo A;, = 2nr¥L; e Vi, = w[(rF)? — (r")?]L;, sdo a area e o volume irradiados

respectivamente.

Em que:
Ay Area irradiada [cm?]
Vir Volume irradiado [cm?]
rf Raio externo do fotorreator, tubo de Pyrex [cm]
r¥ Raio interno do fotorreator, tubo de quartzo  [cm]
Liy Comprimento irradiado [cm]
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Sistema Experimental

A Figura 7 ilustra um esquema diagramaético e fotografia do sistema experimental
montado no Laboratério de Processos Cataliticos do DEQ da UFPE para a execugdo de
estudos da cinética de processos de desinfeccdo de aguas via Processo Avancado de
Desinfeccdo, no caso deste projeto, Irradiagdo com Luz UVC. Consiste de um fotorreator
anular, um tanque de reciclo munido de um agitador mecénico de Marca Fisaton (Modelo
715), de uma bomba centrifuga magnética Marca Ikawi (Modelo MD-10L-220) e de um
trocador de calor tubular (condensador tipo bola) acoplados em série formando um sistema

batelada com reciclo.

@) (b)

Figura 7 - (a) Representagcdo esquemética do sistema fotorreator utilizado no processo de
desinfeccdo de aguas via radiagdo UVC. 1.Fotorreator, 2.Lampada germicida, 3.Agitador
mecanico, 4.Alimentacdo, 5.Tanque de mistura, 6.Ponto de amostragem, 7.Dreno, 8.Véalvula
de circulagdo, 9.Bomba, 10.Trocador de calor. (b) Fotografia do sistema fotorreator
(Laboratério de Processos Cataliticos — DEQ — UFPE).

O fotorreator foi construido em vidro de quartzo Suprasil® (tubo interno) e vidro

Pyrex® (tubo externo). O tanque de reciclo utilizado foi construido em ago Inox 316. As
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tubulacBes e conexdes ("T", joelhos e juntas esféricas) foram construidas em vidro Pyrex®,
com excecdo da tubulacdo de ago Inox que acompanha o tanque a bomba. A Tabela 2
apresenta os dados geométricos e caracteristicos do fotorreator, tanque de reciclo e da
lampada UVC utilizada neste projeto. O fotorreator foi projetado no sentido de eliminar os
efeitos de bordas com relacdo a distribuicdo do fluxo de energia incidente (radiagdo
ultravioleta emitida a 254 nm), isto é, conservando as proporc¢Ges adequadas, a altura do
fotorreator e o comprimento da lampada. A espessura da regido anular, aquela em que a agua
contaminada flui absorvendo a energia radiante, foi dimensionada de modo que nao houvesse
pontos distantes da entrada 6tica que ndo fossem iluminados, logo sem que ocorresse reacdo
fotoquimica. O fluxo de radiacdo incidente na entrada Otica do fotorreator (parede do tubo de
quartzo) foi provido por uma lampada germicida de baixa emissdo, Marca Phillips, Modelo
TUV-36 W, gue segundo o fabricante, apresenta predominancia da emissdo de radiacdo UV

no comprimento de onda de 253,7 nm.

Tabela 2 - Dados geométricos e caracteristicos dos equipamentos e fonte de radiacdo UVC.

Item Parametro Valor

Fotorreator anular Diametro externo — tubo em vidro Pyrex® 6,00 cm
Dlamet_ro interno — tubo de Quartzo 4.45 cm
Suprasil®
Comprimento irradiado 48,00 cm
Volume irradiado 610,00 cm®

Tanque de Reciclo

(Aco Inox - 316) Altura 29,00 cm
Diametro 23,00 em
Volume (il 8.000,00 cm®
Volume 12.000 cm®

Lampada UVC - .

(Philips TUV 36 W) Poténcia Nominal 36,00 W
Poténcia a A = 253,7 nm 146 W
Comprimento Nominal 119,94 cm
Diametro 2,60 cm
Vida util 8.000 h
Depreciacao (5000 h) 12 %
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3.2 Manutencéo da cultura bacteriana

A cultura de micro-organismos Pseudomonas aeruginosa utilizada no presente
trabalho foi proveniente do Departamento de Antibidticos da UFPE, sendo seu nimero de
registro ATCC 27853 — DAUFPE: 416. Todos os procedimentos envolvendo manipulagédo da
bactéria eram realizados em ambiente mantido estéril por meio da utilizacdo de bico de
Bunsen e utilizando-se materiais previamente esterilizados. As vidrarias utilizadas eram
esterilizadas termicamente em uma estufa bacteriologica a 160°C por 2 h. Os meios de
cultura, aguas de diluicdo e materiais plasticos eram esterilizados em uma auto-clave vertical
CS Prismatec a 121°C por 15 min. A cultura era armazenada e mantida em tubos de ensaio
contendo meio agar de isolamento de composicdo descrita na Tabela 5 a uma temperatura de
aproximadamente 5°C a fim de retardar o crescimento bacteriano. Em intervalos de dois
meses 0 micro-organismo era repicado com o auxilio de uma alga de platina em meio
asparagina, de composicao descrita na Tabela 3. Ap6s 48 h em uma incubadora (BOD BT 60
Biothec) a temperatura 6tima de crescimento de 35°C, era inoculado, utilizando-se a técnica
de esgotamento com alca de platina, em um novo meio agar de isolamento (Tabela 5), e era

entdo novamente armazenado sob refrigeragéo.

Tabela 3 - Composi¢do do meio liquido asparagina padrao.

Componente (pg#igggacdn%)
L-asparagina anidro ‘o
(marca Amresco)
K2HPO, 24
KH2PO, 204
MgSQO,4.7H20 1g
Glicerol 16 cm?3
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Tabela 4 - Composicdo do meio liquido asparagina modificado.

Componente (pgruigt(;ga::dneﬂ
L-asparagina anidro 044
(marca Amresco)
K,HPO, 29
KH,PO, 209
MgS0O,4.7H,0 19
Glicerol 1,6 cm®

Tabela 5 - Composi¢do do meio agar de isolamento (marca Difco).

Componente (pgruigggidneﬁ)
Peptona 20,0 ¢
MgC|2 149
K2SO4 100g
Irgasan 25,0 mg
Agar 1369
Glicerol 20 cm®

3.3 Preparacdo da suspensdo-mae

Uma alcada da linhagem matriz de Pseudomonas aeruginosa armazenada em meio
agar de isolamento, previamente retirada da refrigeracdo para evitar mudancas bruscas na
temperatura, era inoculada com uma alca de platina em um volume de 10 cm® de meio
asparagina contido em um tubo de ensaio estéril cuja composicdo foi descrita na Tabela 4.
Esse indéculo era mantido em uma incubadora a 35°C por 24 h. Passado este periodo e
observado o turvamento do meio nutriente indicando o crescimento bacteriano, o contetdo do
tubo de ensaio era vertido em um Erlenmeyer contendo 90 cm® de meio asparagina de mesma
composic¢do. O Erlernmeyer era entdo mantido em uma incubadora a 35°C por 24 h.

Ap0s o periodo de incubagéo o indculo era submetido a centrifugacdo. O volume de
100 cm® de indculo era distribuido igualmente e esterilmente para quatro tubos de Eppendorf
de 50 cm®. A centrifugacdo era entdo efetuada a 5000 rpm a uma temperatura de 10°C por 20

min em uma centrifuga Eppendorf 5403. Ap0s a centrifugagédo, o sobrenadante era separado
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das células e 25 cm® de &gua de diluicdo, de composicdo descrita na Tabela 6, eram
adicionados a cada tubo de Eppendorf e uma ressuspensdo era realizada utilizando-se um
agitador tipo vortex. A centrifugacdo/separacao/ressuspensao era entdo repetida por duas
vezes, o produto final ¢ denominado no presente trabalho, “suspensdo-méae”. A composi¢cdo
da agua de diluigdo descrita na Tabela 6 era obtida preparando-se uma solucéo “A” de 34 g de
KH,PO4 em 1000 cm® de 4gua destilada e uma solugdo B de 50 g de MgS0O,4.7H,0 em 1000
cm® de 4gua destilada. Em um baldo volumétrico de 1000 cm?®, 1,25 cm® da solucdo A eram

entdo acrescidos a 5 cm® da solugdo B e o volume completado com &gua destilada.

Tabela 6 - Composicdo da solucéo salina de dilui¢do (dgua de diluicéo).

componente concentracdo (mg.cm™)
KH,PO, 4,25-107
MgS04.7H,0 2,50-10"

3.4 Determinacao da concentracdo de bactérias viaveis na suspensdo-mae

A concentracdo final de bactérias viaveis na suspensdo-mae resultante do
procedimento descrito na Se¢do 3.3 foi determinada pelo método de dilui¢bes sucessivas,
Figura 8, que consiste em realizar sucessivas diluicbes do indculo original e escolher aquela
diluicdo na qual a quantificacdo das bactérias viaveis, realizada por contagem em placas, sera
valida. A contagem de bactérias viaveis em uma placa € considerada valida se o numero final
de col6nias desenvolvidas apds o periodo de crescimento estiver compreendido entre trinta e
trezentos. Um numero inferior a trinta ndo é considerado estatisticamente representativo e um
nlmero superior a trezentos acarreta erros de leitura, pois a probabilidade de haver colénias
sobrepostas ¢ alta.

Para a determinacdo da quantidade de dilui¢des necessarias a uma contagem valida um
volume de 9 cm® de 4gua de diluicdo era adicionado a cada um dos vinte tubos de ensaio
estéreis. Os tubos de ensaio contendo a dgua de diluicdo eram entdo submetidos novamente a
esterilizacdo. Os tubos de ensaio eram numerados e 1 cm® da suspensdo-méae era entdo
adicionado ao primeiro tubo com um pipetador automatico, este tubo de ensaio era agitado
com um agitador tipo vortex e entdo 1 cm® do volume do primeiro tubo de ensaio era
adicionado ao segundo. O procedimento seguia até o ultimo tubo de ensaio. A cada nova

diluicho uma nova ponteira estéril do pipetador automatico era utilizada, e a anterior,
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descartada. Este procedimento garantia que as bactérias aderidas as paredes internas da
ponteira recém utilizada ndo interferissem no resultado da diluicdo seguinte, acumulando
erros a cada diluicdo. Este cuidado é de fundamental importancia uma vez que a bactéria
Pseudomonas aeruginosa € bastante aderente devido a caracteristica de producdo de biofilme
apresentada por esta bactéria. Apos este procedimento 0,1 cm?® de cada diluicio era inoculado
em duplicata em placas de Petri contendo meio agar de isolamento solidificado e entdo
espalhada com uma alca de Drigalsky. As placas eram entdo armazenadas em uma incubadora
a 35°C, onde permaneciam por 24 h. ApoOs este periodo, as colbnias desenvolvidas na
superficie do meio agar de isolamento eram contabilizadas para selecionar o nimero viéavel de
diluicBes e calcular a concentracdo bacteriana da suspensdo-mée. Na contagem, cada col6nia
desenvolvida é considerada como proveniente de um unico microrganismo. O meio agar de
isolamento era distribuido nas placas de Petri 24 h antes da inoculacdo, o0 meio era fundido em
banho-maria e mantido a aproximadamente 45°C, e ainda liquido, distribuido nas placas
estéreis. As placas eram entdo mantidas a temperatura ambiente para a solidificacdo do meio e

posteriormente reacondicionadas e armazenadas.

1 em?
1 em’ lem 1cem? lem’ 1 em?
~ . P =
' ’ ’ | !
9e¢m* 9em® 9em? 9cem?  9cem’
Suspensdo microbiana 1710 1710° 1/10° 1/10° 1/10°
original (10 (10%) 0% (10 (107)

Figura 8 - Método das dilui¢des sucessivas

As quantidades de L-asparagina anidro e glicerol recomendadas pela Companhia de

Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB) na preparacdo do meio asparagina para o
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crescimento 6timo da Pseudomonas aeruginosa sao as indicadas na Tabela 3, a quantidade
destes compostos empregada na preparagdo da suspensdo-mée no presente trabalho foi 90%
inferior (Tabela 4), sendo a composicdo padrdo utilizada apenas para enriquecimento da
bactéria armazenada. O meio asparagina com composi¢do convencional foi testado
previamente, e forneceu uma concentracdo elevada de bactérias, inviabilizando a
determinacdo da concentracdo da suspensdo-mée, uma vez que seriam necessarias dezenas de
diluicbes sucessivas para atingir uma concentracdo viavel a inoculacdo em meio agar de
isolamento em placas de Petri. Como cada diluicdo possui um erro experimental associado,
optou-se por reduzir a concentracdo de bactérias. Reduziu-se a concentracdo de L-asparagina,
um aminoacido, e do glicerol, uma fonte de carbono, ambos fontes energéticas fundamentais
ao crescimento microbiano (CHANCE et al., 2000).

3.5 Determinacéo da absortividade da Pseudomonas aeruginosa

A absortividade neperiana da Pseudomonas aeruginosa empregada nesta pesquisa foi
determinada preparando-se suspensfes de diversas concentracGes por meio de diluicdes da
suspensdo-mée (de concentragcdo conhecida). A absorbancia de cada suspensdo era entdo
medida num espectrofotdmetro UV-Vis marca Spectrum modelo SP-2000UV. Cada
suspensdo era entdo diluida até atingir uma faixa de concentracdo que resultaria em contagem
valida e inoculada em placa de Petri contendo agar de isolamento. As placas de Petri eram
entdo incubadas a 35°C por 24 h para posterior contagem das coldnias desenvolvidas neste

periodo. A concentracdo de cada suspensao era entdo relacionada com sua absorbancia.

3.6 Estudo da cinética de desinfeccéo
3.6.1 PREPARACAO DO SISTEMA FOTORREATOR

O sistema era esterilizado 24 h antes do experimento de desinfeccéo ser realizado. O
tanque de mistura era alimentado com 500 cm® de uma solucdo de hipoclorito de sodio 1:3
(v/v) e 7500 cm® de agua destilada. O agitador e a bomba eram acionados a uma rotacéo de

1500 rpm e uma vazdo de 180 cm’s™, respectivamente , e o sistema era mantido

" Rotagdo e vazao fixas em todos 0s experimentos descritos neste trabalho.
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recirculando por 15 min. Apos este periodo, o sistema era esgotado e era iniciada a lavagem
para remocéo do excesso de hipoclorito de sédio. Preenchido com 8000 cm® de 4gua
destilada, o sistema recirculava por 10 min, esta lavagem era repetida por duas vezes. Apés 24
h, antes do inicio do experimento de desinfec¢do, o sistema era novamente lavado com trés
ciclos de lavagem com 8000 cm® de &gua destilada. Para os estudos cinéticos que
empregavam radiacdo UVC, a lampada germicida era acionada 40 min antes do inicio do

processo, a fim de que esta atingisse a estabilidade.
3.6.2 EXECUGAO DOS EXPERIMENTOS DE DESINFECCAO

Apds os trés ciclos de lavagem o sistema era esgotado e todas as valvulas e o ponto de
coleta eram fechados. O tanque de mistura era entdo alimentado com agua de diluicdo estéril e
a suspensdo-mae obtida pelo procedimento descrito em na secéo 3.3 totalizando o volume (util
do tanque de mistura, 8000 cm®. A 4gua contida no tanque inoculada com a suspens&o-mée de
bactérias ¢ denominada no presente trabalho “agua-modelo”. No caso dos estudos cinéticos
gue empregavam H,0,, uma solucdo de uma concentracdo conhecida de perdéxido de
hidrogénio era adicionada a dgua-modelo. A quantidade de agua estéril adicionada ao tanque
de mistura variava entdo de acordo com a quantidade dos outros componentes, totalizando
sempre 8000 cm®. O tanque de mistura era alimentado com o agitador acionado a fim de
homogeneizar o volume contido.

Apdbs um periodo de 30 s com o agitador acionado a uma rotacdo de 1500 rpm, a
valvula de circulacdo era aberta e a coleta do tempo t = 0 era realizada. A bomba de
circulacdo era entdo acionada e a contagem do tempo era iniciada. As coletas eram entdo
realizadas em tempos pré-determinados e mantidas refrigeradas em um banho de gelo para
evitar o crescimento bacteriano antes da inoculacdo em placas.

Num processo de desinfeccdo onde se emprega H,O,, a agdo do oxidante residual
sobre as células microbianas ativas contidas nas amostras deve ser inibida, a amostragem é
feita usando-se frascos de coleta contendo um certo volume de um agente redutor adequado.
Este agente redutor reage rapidamente com o H,O, residual, impedindo sua ac¢do biocida
sobre as celulas ativas presentes no frasco de amostra, mantendo a concentragéo de células
ativas inalterada apos o instante da coleta. A coleta era realizada em um tubo de ensaio e 0,5
cm® do volume deste era tomado e transferido para um segundo tubo de ensaio estéril

contendo 4,5 cm® de uma solucéo de catalase de concentracdo 12,5 UIC.cm™ (UIC sendo
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Unidades Internacionais de catalase). A catalase, por se tratar de uma oxidase, decompunha o
peroxido de hidrogénio residual da amostra mantendo a concentragdo de bactérias inalterada.
Outro volume de 0,5 cm?® da coleta era destinado & determinacéo da concentracéo de H,0, por
colorimetria. Este volume era adicionado a um tubo de ensaio contendo 1,25 cm® de uma

solucdo A e 1,25 cm® de uma solugo B, além de 2 cm?® de 4gua destilada. Sendo:

A: Solucédo contendo 1 g de NaOH, 33 g de KI, 0,1 g de (NH4)sM07024.H,O em 500
cm® de agua destilada;

B: Solucéo de 10 g de ftalato cido de potassio em 500 cm® de &gua destilada.

Estes reagentes formam um complexo estavel com o H,O, que absorve energia a um
comprimento de onda de 350 nm. A absorbancia de cada amostra era lida neste comprimento
de onda em um espectrofotometro UV/Vis e relacionada com a concentracdo de H,O, em
pmol pela Equacdo 67 (ALLEN et al., 1952):

[H,0,] = 40. Abs.D (67)

Em que:

Abs Absorbancia da amostra

D Diluicdo da amostra (neste caso, SSmL = 10)

0 mL_

3.7 Atividade da catalase

A enzima catalase utilizada no presente trabalho foi fornecida pela Novozymes® Latin
America Ltda., possui 0 nome comercial Terminox© Ultra 50 L, e possui uma atividade

declarada pelo fabricante de 5-10* UIC.cm™.
3.7.1 ESTUDOS PRELIMINARES ACERCA DA EFICIENCIA DA CATALASE

Com o objetivo de observar a acdo da catalase sobre o H,O, e sobre as células
bacterianas, oito tubos de ensaio com as concentracfes de H,O, e catalase listadas na Tabela
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7, e com uma concentracdo inicial de Pseudomonas aeruginosa de 6:10° UFC.cm™, foram
submetidos a agitacdo constante de 50 rpm em uma incubadora shaker marca Marconi
modelo MA-420 por um periodo de 3 h. A sequencia de adicdo dos componentes aos tubos
foi: 4gua de diluicdo estéril, suspensdo bacteriana, catalase e por fim solucdo de H,0,. A
concentracdo de H,0, foi obtida por colorimetria. As concentracdes de bactérias ativas foram
obtidas via inoculagdo em placas de Petri. De cada tubo foram realizadas trés diluicGes, e cada
uma das diluicdes foi inoculada em duplicata. A concentracdo de peroxido de hidrogénio e o
tempo de contato foram estipulados tendo por base estudos semelhantes de desinfeccéo de
aguas, contaminadas com micro-organismos, empregando peréxido de hidrogénio. Labas et
al. (2007) realizaram este estudo empregando a Escherichia coli como micro-organismo
contaminante e concluiram que para uma concentracdo inicial de bactérias de
aproximadamente 10° UFC.cm™, o tempo de contato de 150 min com H,O, em uma
concentracdo de no minimo 2,94-10° mmol.cm™ resultava em uma inativagio de 99,99%.
Lambert et al. (2000) obtiveram a mesma redugdo na concentragdo da Pseudomonas
aeruginosa em 40 min empregando uma concentracdo de 1,5-10% mmol.cm™ de H,0,.
Estipulou-se entdo uma concentracdo inicial de H,0, de 2,3-10° mmol.cm™ e um tempo de

contato de 180 min a serem empregados nos ensaios preliminares.

Tabela 7 - Ensaio acerca da atividade da catalase sobre o H,O, e sobre a Pseudomonas
aeruginosa.

H.0, catalase
Amostra (mmo[l.cm'3]§< 10%) (EJIC.cm'!)

A 0 0

B 2,3 0

C 0 25,0
D 2,3 0,5
E 2,3 2,5
F 2,3 50
G 2,3 12,5
H 2,3 25,0

Na Tabela 7 os tubos de ensaio “A” e “B” foram os controles, o primeiro contendo
apenas suspensao bacteriana e o segundo suspenséo bacteriana e H,O,. O tubo de ensaio “C”,

contendo suspensdo bacteriana e catalase, forneceu a informacéo da influéncia da catalase na
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concentragdo de bactérias ativas. Os tubos “D” a “H” forneceram a informagdo da
concentracdo de catalase necessadria a inativacdo da acdo bactericida do H,0, As
concentragdes de H,O, nas amostras coletadas em qualquer dos estudos cinéticos de
desinfeccdo eram sempre inferiores a concentracdo de H,O, estipulada para este ensaio,
portanto, sendo a concentracdo Otima de catalase determinada neste ensaio eficiente em
impedir a a¢do bactericida do H,O,, a mesma concentragdo desta enzima seria igualmente
eficiente quando empregada na amostragem de qualquer dos estudos cinéticos de desinfecgéo.
De modo semelhante, o tempo de contato entre a catalase e a bactéria estipulado neste ensaio
seria superior ao tempo de contato decorrido entre a amostragem e a inoculacdo em placas de
Petri em um experimento de desinfeccdo. Logo, uma vez que a concentracdo Otima de
catalase determinada neste ensaio ndo apresentou qualquer influéncia sobre a concentracao de
bactérias, deduziu-se que ndo apresentaria qualquer influéncia sobre a concentracdo de
bactérias nas amostras armazenadas durante os estudos cinéticos de desinfeccdo em um

periodo inferior de contato.
3.7.2 CINETICA ENZIMATICA DA CATALASE FRENTE AO PEROXIDO DE HIDROGENIO

A atividade da catalase como oxidase foi avaliada acompanhando-se sua cinética
enzimatica tendo como substrato o peréxido de hidrogénio. Foram realizadas varios ensaios
com a concentracdo fixa de catalase de 12,5 UIC.cm™ e concentracdes de H,O, variando entre
1,33:10° e 1,45-10 mmol.cm™. A concentracdo de peréxido de hidrogénio foi estimada por
colorimetria. Os dados foram entdo ajustados pelo modelo cinético de Michaelis-Menten
(Equacdo 60) e os parametros (constante de Michaelis, K,,, e velocidade maxima, v,,4,)

calculados por ajuste ndo-linear.
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacdo da concentracdo de bactérias viaveis na suspensdo-mae

A concentracdo de bactérias viaveis na suspensdo-mae foi determinada como descrito
na Secdo 3.4. Foram necessarias seis diluigdes sucessivas para obter uma concentracdo na
qual a inoculacdo em placas de Petri geraria um numero vélido de col6nias formadas (Figura
9). A concentracdo de Pseudomonas aeruginosa observada na suspensdo-mae foi de 1,42-10°
UFC.cm®,

Figura 9 - Coldnias desenvolvidas apds 24h da inoculacdo em placas de Petri contendo agar
de isolamento mostrando o nimero de diluicdes necessarias a contagem valida.
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O namero abaixo de cada imagem representa o nivel de diluicdo a partir da suspenséo-

4.2 Determinacdo da absortividade neperiana da Pseudomonas aeruginosa

A absortividade neperiana da Pseudomonas aeruginosa a 254 nm foi determinada
como descrito na Sec¢do 3.5. A Figura 10 mostra a reta ajustada para os pontos encontrados:
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0“"\""\‘7"'|‘7"‘|'7"'\7
0 5,0-107 1,0-10¢ 1,5-10° 2,0-10° 2,5-109
concentragio, N; (UFC.cm™)

Figura 10 - Dependéncia da absorbancia da suspensdo com a concentracdo de bactérias
(dados brutos) R* = 0,87.

Os quatro pontos de menor absorbancia se encontram numa faixa de transmitancia
correspondente maior que 70%, logo, numa faixa de alta diluicdo, o que compromete a
confiabilidade da leitura. Desprezando-se estes quatro pontos a reta resultante apresenta um

melhor ajuste aos pontos experimentais, como visto na Figura 11.
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Figura 11 - Dependéncia da absorbancia da suspensdo com a concentracdo de bactérias
(dados tratados) R? = 0,91.

Uma vez que Abs = ¢; 5. b. N;, (Equacéo 24) da equagéo da reta ajustada, e sabendo-se
que o caminho 6tico percorrido pela luz, b, € igual a 1 cm, determinou-se que absortividade
da bactéria, &; 554 nm, € igual a 1,65-10° cm?.UFC™. Assim a propriedade Otica da bactéria,

@; ;, a absortividade neperiana pode ser calculada com base na Equagdo 25:

di254nm = €i254 nm-2,303 = 3,80'10_9 CmZ.UFC_1

4.3 Estudo sobre a influéncia da agitacdo e escoamento sobre a inativacdo microbiana

Realizou-se um experimento sem a presenca de agentes biocidas, radiagdo UVC ou
H,O,, a fim de avaliar se a tensdo cisalhante sobre as células bacterianas decorrente da
agitacdo no tanque de reciclo exerceria influéncia sobre a concentracdo de bactérias ativas. O
ensaio proveu também informac6es sobre a eficiéncia da agitacdo, uma vez que a bactéria
Pseudomonas aeruginosa apresenta a caracteristica de formar aglomerados, o que dificultaria
a leitura precisa da concentracdo microbiana em placas de Petri. A Figura 12 apresenta o
resultado obtido para este ensaio.
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Figura 12 — Evolucdo da concentracdo de Pseudomonas aeruginosa durante o ensaio na
auséncia de agentes biocidas.

E possivel perceber na Figura 12 que a agitacdo no tanque de reciclo (1500 rpm) se
mostrou efetiva e ndo inferiu qualquer reducdo na concentracdo de células viaveis, que se
manteve constante.

4.4  Estudos cinéticos de desinfeccdo por irradiacdo com luz UVC
4.4.1 EFICIENCIA DO FOTORREATOR

Os estudos cinéticos de desinfeccdo por irradiacdo UVC foram realizados
empregando-se concentracdes iniciais da bactéria Pseudomonas aeruginosa na faixa de
8,30-10° a 5,15-10" UFC.cm™, estas concentragdes foram obtidas por meio de diluices da
suspensdo-mae original produzida como descrito na Se¢do 3.3. Os estudos cinéticos foram
conduzidos por um periodo de 70 minutos o que representa um tempo de irradiacdo efetivo de
252 s (Equacéo 44).

A Figura 13 mostra o decaimento da concentracdo adimensional de bactérias em
funcdo do tempo de irradiacéo, t;,.
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Figura 13 - Evolucéo da concentragdo de Pseudomonas aeruginosa nos estudos cinéticos de
desinfeccdo via irradiacdo com luz UVC.

Como pode ser notado na Figura 13, a resposta na concentracdo de bactérias a
irradiacdo é imediata, o decaimento exponencial observado é iniciado no tempo t;,- = 0, ou
seja, no exato momento em que as bactérias sdo expostas a radiacao ultravioleta. Percebe-se
ainda que a taxa de inativacao no inicio do processo é elevada, em um tempo de irradiacao de
pouco mais de 50 s ja é observada uma reducdo de 99% na concentracdo de bactérias. E
possivel ainda notar que o processo apresenta uma limitacdo, para todos os estudos cinéticos
de desinfeccdo com irradiacdo UVC a reducdo da concentracdo inicial de bactérias tende a
99,99%. A Tabela 8 detalha a eficiéncia do processo para cada concentragéo inicial ao tempo
final de irradiacédo de 252 s.

Tabela 8 - Eficiéncia do processo de desinfeccdo por irradiagdo UVC ao tempo final de
irradiacdo de 252 s.

N? (UFC.cm® 51510 2,3410° 1,46-10° 5,75-10° 8,30-10°
Eficiéncia (%) 99,997 99,993 99987 99,990 99,989

4.4.2 PERFIL DE ENERGIA INCIDENTE

Os perfis de energia incidente desenvolvidos no espaco reacional durante os estudos
cinéticos de desinfeccdo via irradiacdo com luz UVC foram obtidos a partir dos dados

provenientes da actinometria realizada para este sistema empregando-se a lampada germicida
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Phillips TUV 36W (SILVA, 2007). A Tabela 9 apresenta a concentracdo de ions ferrosos em

funcdo do tempo de irradiacdo no estudo actinometrico.

Tabela 9 - Dados provenientes do estudo actinométrico, concentracdo do ion ferroso em
funcéo do tempo de irradiacéo (SILVA, 2007).

t.(s) [Fe*](mol.cm™)

0 0
120 2,71-107
240 4,46:107
360 7,00-107
480 9,35:10”
600 1,15-10°®

A partir destes dados determina-se a taxa de formacdo de jons ferrosos no inicio do

dCFe2+ (tirr)

o ] ,e calcula-se com base na Equacdo 61 a energia incidente na
t—0

processo, [

entrada Gtica do fotorreator, resultando em G = 6,53-10 mW.cm™.

G)‘LN _ 1 ﬁ dCpez+ (tirr)l (61)
t—0

B d)l/}e” Air dt

Os perfis de energia incidente desenvolvidos no espaco reacional para cada

experimento de desinfeccdo via irradiacdo com luz UVC € entdo calculado pela Equacdo 59:

w

Ga(F, tir) = — G} expl—1y (tir) (7 = )] (59

Onde o coeficiente volumétrico de absorcdo neperiano total € dado pela Equacéo 26:

Ky =X Kia= i Ni(ty) (26)

No presente caso, num instante qualquer do processo, as espécies existentes no meio
reacional sdo apenas bactérias Pseudomonas aeruginosa ativas e inativas, logo:
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Ky = ai,254 nmNi(tir) + a;,254 nmNi* (tir) (68)

Onde o asterisco, *, indica bactérias ja inativadas pela exposicdo a radiacdo UVC.
Uma vez que as bactérias inativadas continuam presentes no meio, € nao sofrem mudancas
estruturais severas, apenas uma mudanca na sequencia do DNA, estas continuam absorvendo
parte da energia que incide no espago reacional de forma idéntica as bactérias ativas, logo as

absortividades neperianas séo iguais, deste modo, a Equacéo 68 pode ser reescrita como:

Ky = ai,254 nm(Ni(tir) + Ni*(tir)) (69)

A soma das concentracdes de bactérias ativas e inativas que surge na Equacao 69 é
igual & concentragdo inicial de bactérias, N°. Logo, para o caso especifico dos estudos
cinéticos de desinfeccéo via irradiacdo com luz UVC em um meio onde s6 ha a Pseudomonas
aeruginosa o coeficiente volumétrico de absorcéo neperiano total é independente do tempo de

irradiacdo e dada pela Equacéo 70, a seguir:

K = ai Ny (70)
A Figura 14 mostra o perfil de energia incidente no espaco reacional para cada

experimento de desinfecgdo via irradiagdo com luz UVC no raio compreendido entre a

entrada ética do fotorreator, tubo de quartzo, r = 2,23 cm e o tubo de Pyrex, r = 3,0 cm.
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Figura 14 — Perfil de energia incidente no espaco reacional para os estudos cinéticos de
desinfeccdo via irradiacdo com luz UVC.

E possivel perceber na Figura 14 que a energia incidente varia de um valor inicial,
GY = 16,5310 mW.cm™, na entrada 6tica do fotorreator, em r = 2,23 cm, a valores inferiores
a 510" mW.cm® em r = 3,0 cm. O decaimento na energia incidente é mais acentuada nos
casos onde a concentracdo de micro-organismos é maior, uma vez que existe uma maior
quantidade de matéria absorvendo parte da energia que incide no meio.

A média da energia incidente tomada sobre o volume irradiado é calculada pela

Equacéo 65:

w

G)L Air
(ot v, = s G (L= explra () (! =) (65)

Como a dependéncia temporal da energia incidente média se deve a dependéncia
temporal do coeficiente volumétrico de absorcdo neperiano total, k;, € como neste caso esta
grandeza é constante, como demonstrado anteriormente, a energia incidente média também é
independente do tempo de irradiacdo. A Tabela 10 retne os valores das energias incidentes

médias para cada experimento de desinfeccéo via irradiacdo com luz UVC.
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Tabela 10 - Energia incidente média para o processo de desinfec¢édo por irradiacdo com luz
UVC.

0
(UFé:Vlcm-s) 51510" 2,3410° 1,4610° 57510° 8,30-10°
(GA>Vir_2 1,54.10'1 3,38'10_1 5’44~_‘]_O'1 1,38 9,54
(mW.cm™)

4.4.3 PERFIL DE ENERGIA ABSORVIDA

O perfil da energia absorvida pelas bactérias ativas no espaco reacional, ef’; (7, t;,),

pode ser construido com base na Equacéo 60:

w

R r
eh (P tiy) = TKi,AG;YVexP[—KA(tir)(T —-r")] (60)

A Figura 15 mostra o perfil de energia absorvida pelas bactérias ativas no espaco
reacional para cada experimento de desinfeccdo via irradiacdo com luz UVC no tempo zero e
no raio compreendido entre a entrada ética do fotorreator, tubo de quartzo, r = 2,23 cm e 0
tubo de Pyrex, r = 3,0 cm.
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Figura 15 — Perfil de energia absorvida pelas bactérias ativas no espaco reacional para os
estudos cinéticos de desinfecc¢éo via irradiacdo com luz UVC em t;, = 0.
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A Figura 15 ilustra o fato de que a quantidade de energia efetivamente absorvida
aumenta com o aumento da concentracdo de bactérias.

A Figura 16 mostra o perfil de energia absorvida pelas bactérias ativas no espaco
reacional para o experimento de desinfeccdo via irradiagdo com luz UVC com concentracdo

inicial de bactérias de igual a 5,15-10" UFC.cm™ em diversos tempos de irradiacéo.
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Figura 16 — Evolucdo do perfil de energia absorvida pelas bactérias ativas no espaco
reacional para o experimento de desinfeccéo via irradiagdo com luz UVC com N2=5,15-10’
UFC.cm™.

E possivel perceber na Figura 16 que a fracdo da energia incidente absorvida pelas
bactérias ativas decresce com o tempo de irradiacdo, uma vez que sua concentracdo diminui

durante o processo.
4.4.4 DOSE DE RADIACAO

Segundo Labas et al. (2006b) a Dose de radiacdo pode ser calculada com base na

energia incidente media, (G (t;-))v,,, segundo a relagdo dada pela Equagao 20:

Dose = (G (tir))v,,- tir (20)

A Figura 17 apresenta a Dose de radiacdo, calculada pela Equacdo 20, necessaria a

inativacdo de uma determinada porcentagem da concentracao inicial de bacterias.
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Figura 17 - Dose de radiacdo em funcdo da porcentagem de bactérias inativadas para os
estudos cinéticos de desinfeccéo via irradiacdo com luz UVC.

A Dose de radiacdo pode ser ainda adaptada a partir da definicdo classica (Equacgéo
15), como o produto entre a energia incidente na entrada Otica do fotorreator, obtida via

actinometria, e o tempo de irradiagdo, Equagéo 71.

Dose' = G}’ . t;, (71)

A Figura 18 apresenta a Dose de radiacdo, calculada com base no conceito de energia
incidente na entrada oOtica do fotorreator (Equacdo 71), necessaria a inativacdo de uma

determinada porcentagem da concentracao inicial de bactérias.
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Figura 18 - Dose de radiacdo, calculada com base na energia incidente na entrada 6tica do
fotorreator, em funcdo da porcentagem de bactérias inativadas para os estudos cinéticos de
desinfeccdo via irradiacdo com luz UVC.

Segundo Labas et al. (2006b) um outro conceito de dose de radiacdo, baseada na
energia efetivamente absorvida pelas bactérias ativas, pode ser definida segundo a relacéo
dada pela Equacéo 32, a Dose Modificada:

b 1V, (N
osey(ty) = EV_-ln N (32)
ir i

Uma vez conhecida a concentracdo de bactérias em funcdo do tempo de irradiagdo e
calculada a energia média absorvida pela Equacdo 66, o parametro k, a constante de

inativacdo, e o parametro m, presentes na Equacdo 33 é estimado por ajuste nao-linear.

dN;(tir)

Vir
= —k.N;(t;). —
dtlr k l(tlr)

(et @ tidv, ] (33)
TR

A Tabela 11 retine os valores dos parametros estimados para cada experimento de

desinfeccéo via irradiagdo com luz UVC.
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Tabela 11 — Constante de inativacdo para o processo de desinfec¢do por irradiacdo com luz
UVC.

NO

(UF Clcm_g) 51510° 2,3410° 1,46:10" 57510°  8,30-10°
([ ml\{N'l]ms'l) 2,732 2,507 2,446 2,929 4,293
m 0,127 0,117 0,118 0,120 0,127
R? 0,970 0,970 0,936 0,940 0,932

Assim, a Dose Modificada, dada pela Equacdo 32 pode ser entéo calculada.
A Figura 19 apresenta a Dose Modificada de radiacdo necessaria para a inativacédo de

uma determinada porcentagem da concentracao inicial de bacteérias.
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Figura 19 - Dose Modificada de radiacdo em funcdo da porcentagem de bactérias inativadas
para os estudos cinéticos de desinfeccdo via irradiacdo com luz UVC.

A Tabela 12 apresenta os valores da Dose calculada com base na média da energia
incidente, (G,(t;))v,.. ha energia incidente na entrada Gtica do fotorreator, G;’, e da Dose
Modificada necessarios a inativacdo de 90 e 99% da concentracdo inicial de bactérias
Pseudomonas aeruginosa presentes no meio reacional para 0s estudos cinéticos de

desinfeccéo via irradiagdo com luz UVC.
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Tabela 12 — Valores das Doses calculadas para os estudos cinéticos de desinfeccdo via
irradiagdo com luz UVC.

N} 107 107 an7 106 (5
(UFCom) 515107 234100 14610 57510° 83010
Dose ((Ga(t;))y,) 90% 4,54 11.21 18.98 45,80 317,31
(MW.s.cm’2) 9% 801 22,38 37,59 94,41 503,23
Dose’ (G) 90% 19,27 21,64 22.77 21,71 21,71
(MW.s.cm™) 9% 37,85 43,18 45,09 44,75 40,59
Dose Modificada  90% 11,04 12,03 12,33 10,30 7.02
m -am
(MW%s.em™) 9995 22,08 24,06 24,66 20,60 14,05

Uma vez que a dose calculada com base na energia incidente na entrada Otica do
fotorreator, G;”, ndo leva em consideracdo a perda de energia por absor¢do no espaco
reacional e a formacdo de um perfil de energia incidente, esta apresenta um valor
superdimensionado em relacdo aos outros métodos de calculo da dose. Quando a ideia de
perda de energia devido a absorcdo de radiacdo pelos componentes do meio reacional é levada
a cabo, o valor da dose calculada cai consideravelmente. Este é 0 caso da dose de radiacédo
calculada com base na energia incidente media no espago reacional (G, (t;))v, . A Dose
Modificada proporciona um método de célculo da dose de radiacdo que toma como base a
radiacdo efetivamente absorvida pelas bactérias ativas.

Labas et al. (2006b), baseando-se no conceito da Dose Modificada, determinou doses
entre 0,438 e 1,863 W™.s.cm™", para lampadas de 15 e 40 W respectivamente, necessarias a
inativacdo de 90% da concentragdo inicial da bactéria Escherichia coli variando entre 10* e
10® UFC.cm™. Malato et al. (2009) apresentam uma dose de 5,5 mW.s.cm™ necessaria &

inativacdo de 90% na concentracdo da Pseudomonas aeruginosa.
4.4.5 CINETICA DE INATIVACAO DA PSEUDOMONAS AERUGINOSA VIA IRRADIACAO UVC

Os parametros cinéticos foram calculados empregando-se como ferramenta principal o
box “Isqcurvefit” pertencente ao software MatLab®, que utiliza a rotina de otimizacdo de
Levenberg-Marquardt e minimiza a fungéo objetivo somatdrio dos erros ao quadrado entre 0s
dados experimentais e os dados preditos pelo modelo em questdo para determinar os valores
6timos dos parametros. Para os estudos cinéticos de desinfeccdo empregando-se radiacdo
UVC foram usados os modelos de Hom, Modelo dos alvos multiplos, o Modelo dos alvos
multiplos modificado e o Modelo da Absorgédo de Fétons originalmente proposto por Cassano

et al. (1995) para descrever o0 processo.
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A Tabela 13 reine os modelos utilizados. A concentracdo de agente oxidante foi

substituida pela energia incidente media, (G;)y, . Além disso, foi introduzida a relacdo

expressa pela Equacéo 40 para a taxa de reacdo na construgdo dos modelos.

Tabela 13 - Modelos empregados para descrever o processo de inativacdo da Pseudomonas
aeruginosa via irradiagdo com luz UVC.

Modelo Equacéo
N; Vir n
In— = —-k'— ((G))y..) t
Hom Nio Vrr ( A VLT) ir
N; v; ta
Alvos Multiplos In— =1In [1 - (1 — exp <_k,i<G)L>Virtir>> l
N; Vrr
Alvos Mltiplos N; [ ( ( Vir n )"l
In—=In|1—-(1—exp|—k'—((G))y. t-)
modificado N P VTR( Avy) ir
Modelo da m

N; V:
In—t = —k. o= [(ef @ ti))v, )iy ] -t
absorcao de fotons N? Vrr [ A ir) IV tlr] ir

As Tabelas 14 a 16 apresentam os valores dos parametros dos ajustes dos modelos
cinéticos aos dados experimentais para a inativacdo da Pseudomonas aeruginosa por

irradiagdo com luz UVC.

Tabela 14 - Parametros cinéticos segundo o Modelo de Hom (estudos cinéticos UVC).

Ny k' - R2
(UFC.cm®  (s™.mwW™.cm?")
5,15-10° 9,8820 0,1503 0,5314 0,985
2,34-10° 9,7963 0,4515 10,5659 0,983
1,46-107 90,7684 0,7772 0,5552 0,970
5,75-10° 5,5664 0,5325 10,5445 0,973
8,30-10° 5,3825 0,1479 0,5238 0,971
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Tabela 15 - Parametros cinéticos segundo o Modelo dos Alvos Multiplos (estudos cinéticos

UVCQ).
0 l;
(UF(];l.lcm'3) (s'l.mvlf/‘l.cmz) Ma RE
5,15-10’ 2,7255 0,0484 0,967
2,34-10" 1,2645 0,0714 0,963
1,46-10° 0,7422 0,0736 0,945
5,75-10° 0,2957 0,0624 0,950
8,30-10° 0,0423 0,0497 0,946

Tabela 16 - Pardmetros cinéticos segundo o Modelo dos Alvos Multiplos Modificado

(estudos cinéticos UVC).

N? k'

L R2
(UFCem®  (stmwiem®™ @ "
5,15-107 1,3630 0,0484 0,6300 0,967
2,34-10° 0,9974 0,0714 0,7810 0,963
1,46-10’ 0,7058 0,0736 09173 0,945
5,75-10° 0,3608 0,0624 0,3785 0,950
8,30-10° 0,2329 0,0497 02437 0,946

Os parametros cinéticos estimados para 0 Modelo Cinético da Absorcao de Fétons sdo

aqueles detalhados na Tabela 11.

Como pode ser observado nas Tabelas 14 a 16 e na Tabela 11 o modelo que melhor

representou o comportamento real da inativacdo da Pseudomonas aeruginosa por meio da

irradiacdo com luz UVC foi o modelo de Hom. Este modelo se mostrou mais flexivel em

descrever a relacdo n&o-linear entre a razdo de sobrevivéncia bacteriana e o tempo de

irradiacdo. O valor estimado para a constante m foi préximo de 0,5, indicando a nao-

linearidade em relacdo ao tempo de contato.

As Figuras 20 a 23 apresentam os ajustes resultantes para os diversos modelos, e as

Figuras 24 a 27 mostram comparativos entre os valores preditos pelos modelos e os valores

observados experimentalmente para a razdo de inativagdo da Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 20 - Inativacdo da Pseudomonas aeruginosa via radiagdo UVC, modelo de Hom.
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Figura 21 - Inativagdo da Pseudomonas aeruginosa via radiacdo UVC, Modelo dos Alvos
Multiplos.
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Figura 22 - Inativagdo da Pseudomonas aeruginosa via radiacdo UVC, Modelo dos Alvos
Multiplos modificado.

—_—
o
[=}

5.15.10’ UFC.cm
2.34.10" UFC.cm’®
1.46.10" UFC.cm™
5.75.10° UFC.cm
8.30.10° UFC.cm™
— modelo da Absor¢do de Fotons

._‘
e
!

® X D> OO

[—

.
12

|

fa—

<
w
|

_‘

(=]
I8
!

concentragdo adimensionalizada (N.Ny™)

—_

<
tn
L

e e L s S B L L L B
50 100 150 200 250
tempo de irradiagio, t; (s)

o

Figura 23 - Inativacdo da Pseudomonas aeruginosa via radiacdo UVC, Modelo da Absorcéo
de Fotons.

A forma do gréfico apresentado na Figura 23 se deve ao fato de que no Modelo da
Absorcao de Fotons a taxa de inativacdo é fungédo da taxa volumeétrica de absor¢éo de energia,
e, que por sua vez depende da concentracdo bacteriana. A concentracéo bacteriana, medida
experimentalmente, € uma grandeza descontinua, assim, a representacdo da evolucdo da
concentracdo bacteriana baseada no Modelo da Absorcdo de FoOtons gerou uma curva
descontinua.
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Figura 24 - Comparacéo entre a razdo de sobrevivéncia da Pseudomonas aeruginosa predita
pelo modelo de Hom e a razdo de sobrevivéncia observada experimentalmente (inativacédo

via irradiagcdo UVC).
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Figura 25 - Comparacéo entre a razdo de sobrevivéncia da Pseudomonas aeruginosa predita
pelo modelo dos Alvos Multiplos e a razdo de sobrevivéncia observada experimentalmente

(inativagdo via irradiacdo UVC).
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Figura 26 - Comparacéo entre a razdo de sobrevivéncia da Pseudomonas aeruginosa predita
pelo modelo dos Alvos Multiplos modificado e a razdo de sobrevivéncia observada
experimentalmente (inativacéo via irradiacdo UVC).

10 51510 UFC e

g 0 2.34.10" UFC.cm™® &
8§ 01| & 146107 UFC em?
e o X 5,75.10° UFC.cm™ g//
25 {| ® 830.10°UFC.cm’ ég
§ 7 1071 e
8= /0@;
S 3 L

S SOk
28 a 107+ /’/
o @ 0 HQ
s @ &
&3 0 <@L
8 104 % Cﬁ@?%ﬁgﬁ :
g 109D
[5] O//

10757/_' L T L E— [ — T
10° 10* 10° 102 10! 10°
concentracdo adimensionalizada predita pelo modelo

(N.No)

Figura 27 - Comparacéo entre a razdo de sobrevivéncia da Pseudomonas aeruginosa predita

pelo modelo da Absorcdo d

e Fotons e a

experimentalmente (inativacéo via irradiacdo UVC).

razdo de sobrevivéncia observada

E possivel observar nas Figuras 24 a 27 que um padrdo surgiu em todos os graficos

comparativos entre o valor da razdo de sobrevivéncia predito pelos modelos e aquele

observado experimentalmente. Esse fato € um indicativo de que existem fendmenos inerentes

ao processo que ndo sdo representados pelos modelos, apesar do alto valor do coeficiente de

correlagdo.
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45 Atividade da catalase

451 ESTUDOS PRELIMINARES ACERCA DA EFICIENCIA DA CATALASE

A Tabela 17 resume os resultados observados para os ensaios que objetivaram avaliar

a acdo da catalase sobre o H,O; e sobre as células bacterianas.

Tabela 17 - Ensaio acerca da atividade da catalase sobre o H,O, e sobre a Pseudomonas
aeruginosa.

% de inativagédo H202]3n
Amostra (mmo[li._lczrgé]:( 109) ([L(J:tha.lcar;ﬂ) bact,erianag (mmc[)I.cm‘]3 x 102)
apos 3 h
A 0 0 0 -
B 2,3 0 100* 1,5
C 0 25,0 5 -
D 2,3 0,5 98 0
E 2,3 2,5 45 0
F 2,3 5,0 5 0
G 2,3 12,5 0 0
H 2,3 25,0 0 0

* Considerando que nédo foi observado crescimento bacteriano em nenhuma das duplicatas
de nenhuma das dilui¢des da Amostra “B”.

E possivel notar, da Tabela 17, que a concentracdo inicial de 2,3-10% mmol.cm™ de
H,O, foi suficiente para promover uma inativacdo de 100% das bactérias em um tempo de
contato de 3 h (amostra “B”). Além disso, percebe-se uma acentuada reducdo na concentracao
de H,O,, mesmo sem a presenca de catalase, devido a diversos fatores, como eventuais perdas
durante a agitacdo, a degradacdo natural do H,O; e a degradacédo devido a catalase produzida
pelo préprio micro-organismo. Os valores observados para a amostra “C” retratam uma
pequena influéncia da catalase utilizada na concentracdo de 25,0 UIC.cm™, a maxima
concentracdo empregada. Houve, neste caso, uma reducdo de 5% na concentragdo inicial de
bactérias apds 3h de exposicdo. Essa reducdo ndo se mostra significativa, uma vez que esta
porcentagem é proxima ao erro experimental associado a inoculagéo e leitura em placas de
Petri observada em laboratdrio. Além disso, o tempo de contato entre a catalase e as células

bacterianas na amostragem, durante os estudos cinéticos de desinfec¢do, era no minimo 50%
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inferior. Percebe-se, que apesar da concentracdo final de H,O, nas amostras “D” ¢ “E” ser
zero, houve uma reducdo significativa da concentracdo de bactérias. Isso mostra que as
concentracdes correspondentes de catalase foram suficientes a inativacdo de todo peroxido de
hidrogénio residual, mas ndo em tempo habil para o impedimento da acdo bactericida do
mesmo.

Optou-se, com base nestes resultados, por empregar a concentrago de 12,5 UIC.cm™
de catalase nos frascos de coleta durante a amostragem nos estudos cinéticos de desinfeccéo e

no estudo da cinética enzimatica catalase-H,0O, (Se¢édo 4.5.2).
45.2 CINETICA ENZIMATICA DA CATALASE FRENTE AO PEROXIDO DE HIDROGENIO

A atividade da catalase foi avaliada acompanhando-se a sua cinética enzimatica tendo
como substrato o peroxido de hidrogénio. Foram realizados varios ensaios com a
concentracdo fixa de catalase de 12,5 UIC.cm™ e concentracdes de H,O, variando entre
1,3310% e 14510° mmolcm® A Figura 28 apresenta 0s resultados obtidos

experimentalmente para a cinética enzimatica catalase-H,O..

I 0 1,45.107 mmol.cm
O 1,14.10° mmol.cm™
0.8 A 5,87.107% mmol.cm’®
] % 3,90.107% mmol.cm’
= 1 m® ® 1.54107 mmol.cm™
S 0.6 ® 1,33.10° mmol.cm™
2001
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) [ ]
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O\""|"‘i>\<'g"mllo‘\
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tempo de contato (s)

Figura 28 - Evolugéo da concentracdo de H,O; na cinética enzimatica catalase-H,O, com
concentracao inicial de catalase de 12,5 UIC.cm™.

E possivel observar na Figura 28 que a taxa de reacgdo da cinética enzimatica catalase-
H.O, mostrou-se independente da concentracdo inicial de H,O,. Os dados experimentais

foram ajustados pelo modelo cinético de Michaelis-Menten (Equacdo 2) e 0s parametros
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(constante de Michaelis, K,,,, e velocidade maxima, v,,5,) foram calculados por ajuste nao-

linear para cada ensaio. A Tabela 18 apresenta os valores das constantes determinadas para

cada caso.

Tabela 18 - Pardmetros do Modelo de Michaelis-Menten para a cinética enzimética da
catalase tendo o H,O, como substrato.

[H20]o (mmol.cm®) K, (mmol.cm™)  v,,5, (mmol.cm®.sY) R?
1,33-10° 1,83 7,21-10° 0,9999995
1,54-10° 1,43 4,28:10% 0,9999996
3,90-10° 0,62 2,34-10 0,9999997
5,87-10° 0,76 2,8310 0,9999991
1,14-10° 1,09 3,41-10° 0,9999993
1,4510 3,96 9,84-10 0,9999998

A flutuagdo no valor dos parametros estimados decorre do fato da faixa de

concentracdo de H,O, utilizada nos ensaios da cinética enzimatica ser aproximadamente trés

ordens de grandeza inferior a concentracdo de saturacdo do substrato, onde é atingida a

velocidade maxima (limite) da reacdo enzimatica. As Figuras 29 e 30 ilustram esse fato,

apresentando a cinética enzimatica catalase-H,0O, para a concentra¢do inicial de substrato de

1,14-10% mmol.cm™, na faixa de concentracéo de H,O, empregada e na faixa que engloba a

concentracdo de saturacdo do substrato, respectivamente.
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Figura 29 - Cinética enzimatica catalase-H,0, na faixa operacional gbaixas concentragdes).
[H202]o = 1,14-10 mmol.cm™; Ky = 1,09 mmol.cm™; Visx = 3,41:10% mmol.cm™.s™,
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Figura 30 - Cinética enzimatica catalase-H,O, na faixa de saturacdo do substrato (altas
concentracdes). [H202]o = 1,14:10% mmol.cm™; Ky, = 1,09 mmol.cm™; vpa = 3,41:107
mmol.cm™.s™.

Na Figura 30 é possivel observar a tendéncia da taxa de reagdo enzimatica de atingir o
valor limite, v,,5,, de 3,41:102 mmol.cm®s?, estimado para esta concentragéo inicial de
H,O,. Utilizando o perdxido de hidrogénio como substrato, Switala e Loewen (2002)

estimaram valores para K,, na faixa de 6,7:10° a 5,37-10" mmol.cm™ para a catalase
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proveniente de varios micro-organismos. Garret et al. (2005) apresentam um valor para K,,, de

1,1 mmol.cm™,

4.6 Estudos cinéticos de desinfeccédo via H,0,

Os estudos cinéticos de desinfeccdo empregando-se perdxido de hidrogénio como
agente biocida foram realizadas utilizando-se concentracGes iniciais de H,O, na faixa de
1,78:10° a 5,31-10° mmol.cm™ e concentracdes iniciais da bactéria Pseudomonas aeruginosa
na faixa de 3,23-10° a 1,15-10" UFC.cm™, estas concentragbes foram obtidas por meio de
diluicbes da suspensdo-mde original produzida como descrito na Secdo 3.3. Procurou-se
manter a razdo f entre a concentracdo inicial de H,O, e a concentracdo inicial de bactérias
constante, houve, porém, uma varia¢do devido a dificuldade em se obter, com uma pequena
tolerancia, a concentracao inicial de bactérias pre-determinada. A Tabela 19 retne os valores
para as concentracdes iniciais de H,O, e bactérias assim como para a razao f entre estas. Os
estudos cinéticos foram conduzidos por um periodo de 120 minutos. As Figuras 31 e 32
mostram o decaimento da concentracdo adimensional de bactérias e o decaimento da

concentracdo adimensional do H,O,, respectivamente, em funcédo do tempo de contato.

Tabela 19 - Concentraces iniciais de bactérias e biocida nos estudos cinéticos de
desinfeccéo via H,0,.

N, (UFC.cm™) [H202]o (mmol.cm™) f (mmol.UFC™)
3,23-10° 1,78-10° 5511070
3,83-10° 3,69-10° 9,64:10%°
1,15-10° 5,31:10° 4,61-10°

93



Desinfeccdo de Aguas Empregando Processo de Oxidagio Avancada (UVC/H,0,): Desenvolvimento e Modelagem
Erik Cavalcanti e Silva

S210°RRO B g

< 12 X ® o o

z x o

« o

3 A

N

g

v

o

]

.élo—l_ A

= ] ®

o X

]

& .

5 O N, = 3,23.10° UFC.cm

3 A Np=3,83.10° UFC.cm™

5 X Np=1,15.10" UFC.cm™

(&)
T T T T T T T T T [ T T T [ T T T [ T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

tempo de contato (min)

Figura 31 - Evolucédo da concentracdo de Pseudomonas aeruginosa nos estudos cinéticos de
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Figura 32 - Evolucdo da concentracdo de H,O, nos estudos cinéticos de desinfeccdo via
Hzoz.

Como pode ser notado na Figura 31, a resposta na concentracdo de bactérias ao
contato com o perdxido de hidrogénio ndo é imediata, existe uma resisténcia a inativacao
inicialmente e, ao contrario do que acontece no caso da desinfec¢do via irradiacdo com luz
UVC, a taxa de inativacdo aumenta com o decorrer tempo de contato. Percebe-se ainda que
em um tempo de contato de 120 min a reducdo observada na concentracdo de bactérias foi de
no maximo pouco mais de 90%. A Tabela 20 detalha a eficiéncia do processo para cada

concentragéo inicial ao tempo final de 120 min.
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Tabela 20 - Eficiéncia do processo de desinfec¢édo via H,O, ao tempo final de contato de 120
min.

N, (UFC.cm™®)  [H20:]o (mmol.cm™®)  f(mmol.UFC™)  Eficiéncia (%)

3,23-10° 1,78-10° 5,51-1071° 54,95
3,83-10° 3,69-10° 9,64-101° 75,42
1,15-107 5,31-10° 4,61-1010 92,87

Como é possivel observar na Tabela 20, a eficiéncia do processo é proporcional a
concentracdo de biocida presente no meio reacional inicialmente. A maior reducdo na
concentracdo de bactérias foi observada quando se empregou uma concentracdo de 5,31-107
mmol.cm™ de H,O,. Por outro lado, é possivel perceber que a taxa de degradacdo do peréxido
de hidrogénio é proporcional a concentracdo de bactérias. Isso se deve ao fato de que a
Pseudomonas aeruginosa produz a enzima catalase como defesa natural, promovendo a
degradacdo do agente oxidante. Portanto, quanto maior a densidade microbiana, maior a

concentracdo de catalase produzida, resultando em um maior consumo do H,0,.
4.6.1 CINETICA DE INATIVACAO DA PSEUDOMONAS AERUGINOSA VIA H,0;

Os parametros cinéticos foram calculados empregando-se como ferramenta principal o
box “Isqcurvefit” pertencente ao software MatLab®, que utiliza a rotina de otimizagdo de
Levenberg-Marquardt e minimiza a funcdo objetivo somatério dos erros ao quadrado entre 0s
dados experimentais e os dados preditos pelo modelo em questdo para determinar os valores
Otimos dos pardmetros. Para os estudos cinéticos de desinfeccdo via H,O, foram usados 0s
modelos de Hom, Modelo Exponencial, Modelo de Hom Exponencial, Modelo dos alvos

multiplos e 0 Modelo dos alvos multiplos modificado, para descrever o processo.

95



Desinfeccdo de Aguas Empregando Processo de Oxidagio Avancada (UVC/H,0,): Desenvolvimento e Modelagem
Erik Cavalcanti e Silva

Tabela 21 - Modelos empregados para descrever o processo de inativacdo da Pseudomonas
aeruginosa via H,O,.

Modelo Equacdo
N:
Hom lnN_:') == _k’CntZ:n
l
. Nl _ 1 I~ 0x—1
Exponencial lnN_iO =TT In [1 + (x — DE'C™ N; ]
N; 1 -
Explzr?:r:cial lnN_;’ = y-im [1 + (x = DK CmeNY” 1]
l
A Ni ’ Nag
Alvos Multiplos lnm =In[1 - (1 - exp(-k'Ct.)) ]
l
7 - N.
Al\r;ojdl::il:::g:os In g = In[1 = (1 - exp(-KC"t) ]
L

As Tabelas 22 a 26 apresentam os valores dos parametros dos ajustes dos modelos
cinéticos aos dados experimentais para a inativacdo da Pseudomonas aeruginosa por a¢do do

H,0, para cada concentracdo inicial de oxidante.

Tabela 22 - Pardmetros cinéticos segundo o Modelo de Hom (estudos cinéticos H,05).

N, [H205]o k' 2
(UFC.cm®) (mmolem™®)  (min™mmol™cm®™ " ™ R
3,23-10° 1,7810° 1,57-10" 1,09 1,80 0,960
3,83-10° 3,69:107 2,38:10™ 1,06 1,70 0,874
1,15-10’ 5,31:107 1,68-10" 1,55 2,43 0,980
Tabela 23 - Pardmetros cinéticos segundo o Modelo Exponencial (estudos cinéticos H,0,).
(UFCI:V.?;m'3) (m[ﬂéfiii-s) (Ii) n X R
3,23:10° 1,78:10°° 1,06 423101 8,24.10" 0,943
3,83-10° 3,69-10°  9,9510" 296102 7,1510% 0,861
1,15-10° 5,31-10°° 3,03-10° 1,84-10° 3,78:107 0,963

* min’.UFCY.mmol™.cm3"™Y
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Tabela 24 - Parametros cinéticos segundo o Modelo Exponencial de Hom (estudos cinéticos
H202).

N, [H20:]o k' 2
(UFC.cm®)  (mmol.cm™) *) n X m R
3,23-10° 1,7810°  4,1910° 5621007 147 1,85 0,960
3,83-10° 3,690-10° 1121107 6,80-10"° 1,79 1,94 0,880
1,15-10° 531-10°  6,4710° 394100 153 247 0,980

* min™UFC.mmol™.cm®™Y

Tabela 25 - Parametros cinéticos segundo o Modelo dos Alvos Multiplos (estudos cinéticos
H20>).

Ny [H20:]o k'

(UFC.cm™®)  (mmol.cm™®)  (min*.mmol™.cm?) "t R
3,23-10° 1,7810° 8,54 2,64 0,960
3,83-10° 3,69-10° 8,36 395 0,883
1,15-10° 5,31-10° 1,44-10" 2,45:10" 0,990

Tabela 26 - Parametros cinéticos segundo o Modelo dos Alvos Mdltiplos Modificado
(estudos cinéticos H,0,).

NO [HzOz]o k'

(UFC.cm®)  (mmol.cm®) (%) "ta " R
3,23-10° 1,7810° 7,67 2,64 9,84-10° 0,960
3,83-10° 3,69-10° 7,73 3,92 9,87-100 0,883
1,15-10° 531:10° 4,84 19410 814100 0,990

* mint.mmol™.cm®

Como pode ser observado nas Tabelas 22 a 26 os modelos de Hom, Exponencial de
Hom, dos Alvos Mdltiplos e o dos Alvos Mdltiplos Modificado representaram com boa
aproximacdo os dados experimentais, com uma pequena vantagem para o Ultimo citado.
Todos estes modelos tém em comum um termo que representa a ndo-linearidade com relagédo
ao tempo de contato. As Figuras 33 a 37 apresentam 0s ajustes resultantes para os diversos
modelos, e as Figuras 38 a 42 mostram comparativos entre os valores preditos pelos modelos
e os valores observados experimentalmente para a razdo de inativagdo da Pseudomonas

aeruginosa via H,0,.
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Figura 33 - Inativacdo da Pseudomonas aeruginosa via H,O,, modelo de Hom.

—
o
=]

| |

1074

O Np=3,2310°UFC.cm”

A N, =3,83.10° UFC.cm™

X N;=1,15.10" UFC.cm™
— modelo Exponencial

concentragio adimensionalizada (N.Ny*)

L e e B B L B S L R A B
0 20 40 60 80 100 120
tempo de contato (min)

Figura 34 - Inativagdo da Pseudomonas aeruginosa via H,0,, modelo Exponencial.
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Figura 35 - Inativacdo da Pseudomonas aeruginosa via H,O,, modelo de Hom Exponencial.
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Figura 36 - Inativacdo da Pseudomonas aeruginosa via H,O,, Modelo dos Alvos Mdltiplos.
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Figura 42 - Comparacéo entre a razdo de sobrevivéncia da Pseudomonas aeruginosa predita
pelo modelo dos Alvos Multiplos modificado e a razdo de sobrevivéncia observada
experimentalmente (inativagéo via H;0,).

A distribuicdo uniforme dos pontos apresentados nos graficos das Figuras 38 a 42

indicam que os modelos representam com boa aproximacdo os fendmenos inerentes ao

processo de desinfeccdo via H,0,.
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4.7 Estudos cinéticos de desinfec¢do via processo combinado UVC/H,0,

Os estudos cinéticos de desinfeccdo empregando-se 0 processo combinado UVC/H,0,
foram realizadas utilizando-se concentracdes iniciais de H.O, na faixa de 3,80-10* a 1,02:10
mmol.cm™. Procurou-se manter a concentracdo inicial de bactérias constante a fim de se
observar o comportamento da cinética de desinfeccdo com a variacdo da razdo f entre a
concentracdo inicial de H,O, e a concentracdo inicial de bactérias, porém, devido a
dificuldade experimental em se obter valores para a concentracdo inicial de bactérias numa
faixa estreita, esta variou entre 2,49-10° e 9,30-10° UFC.cm™. Com base nos valores obtidos,
optou-se por separar em dois grupos, de concentragdes iniciais de bactérias proximas, 0s
estudos cinéticos de desinfec¢do via processo combinado UVC/H,0,. A Tabela 27 apresenta

os valores das concentragdes iniciais de oxidante e bactérias para cada caso.

Tabela 27 - Concentraces iniciais de bactérias e biocida nos estudos cinéticos de
desinfecgéo via processo combinado UVC/H,0..

NO [HzOz]o f
(UFC.cm®)  (mmol.cm®) (mmol.UFC™)

Grupo 1 2,49-10° 1,02:10 4,10-10°°
(baixas concentragges 2,82:10° 3,67-10° 1,30-10°
iniciais de bactérias) 3,32_105 7’22_10-3 2’17_10-9
6,50-10° 3,80-10* 5,84:10™
Grupo 2 7,65-10° 44510 5,81-10™1°

(altas concentragdes R N
iniciais de bactérias) 8’10'106 6,16-10 : 7,61-10 1
9,30-10° 3,56-10°° 3,83-10%°

As Figuras 43 e 44 ilustram o decaimento da concentracdo adimensional de bactérias
para 0s grupos 1 e 2 respectivamente, em funcdo do tempo de irradiacdo. Os dados para o
experimento de inativacdo da Pseudomonas aeruginosa via irradiacgio UVC com
concentrago inicial de bactérias de 5,75-10° UFC.cm™ esta presente em ambos os graficos

representando o caso limite onde f = 0.
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Figura 43 - Evolucéo da concentragdo de Pseudomonas aeruginosa nos estudos cinéticos de
desinfeccdo via processo combinado UVC/H,0, (grupo 1).
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Figura 44 - Evolucdo da concentracdo de Pseudomonas aeruginosa nos estudos cinéticos de
desinfeccgéo via processo combinado UVC/H,0, (grupo 2).

As Figuras 45 e 46 mostram o decaimento da concentracdo adimensional de H,O, para

0s grupos 1 e 2 respectivamente, em funcdo do tempo de irradiacao.
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Figura 45 - Evolucdo da concentracdo de H,O, nos estudos cinéticos de desinfeccdo via
processo combinado UVC/H,0, (grupo 1).
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Figura 46 - Evolucdo da concentracdo de H,O, nos estudos cinéticos de desinfeccdo via

processo combinado UVC/H,0; (grupo 2).

E possivel notar nas Figuras 32, 45 e 46 que o consumo de H,0, nos estudos cinéticos

onde se empregou a irradiagdo com luz UVC foi mais elevado, indicando a producdo de

radicais livres pela fotolise do H,O..

A Tabela 28 detalha a eficiéncia do processo para cada concentragéo inicial ao tempo

de irradiacéo final de 252 s.
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Tabela 28 - Eficif:ncia do processo de desinfeccdo via UVC/H,O, ao tempo final de
irradiagdo de 252 s .

N, [H202]o f Eficiéncia
(UFC.cm®)  (mmol.cm™®)  (mmol.UFC™) (%)

Grupo 1 2,49-10° 1,02:10 4,10-10° 99,70
(bmxas concentra?f)es 2,82106 3,67'10-3 1,30'10-9 98,95
iniciais de bactérias) 3’32.106 7’22_10-3 2’17_10-9 99.71
6,50-10° 3,80-10* 5,84-10™! 99,99

Grupo 2 7,65-10° 4,45-10° 5,81-101° 99,84

| i

ey 81010°  61610° 761107 o9
9,30-10° 3,56:10° 3,83-101° 99,99

* Com excecdo do experimento com f = 5,84-10™ mmol.UFC™ que teve um tempo de
irradiacdo final de 144 s.

A eficiéncia atingida ao tempo final de irradiacdo de 252 s no processo de desinfeccao
via UVC/H202 foi préxima aquela obtida no processo de desinfec¢éo via irradiacdo UVC.

4.7.1 PERFIL DE ENERGIA INCIDENTE

De modo semelhante aquele apresentado na Secéo 4.4.2, os perfis de energia incidente
foram determinados para os estudos cinéticos de desinfeccdo via processo combinado
UVC/H,0,. No presente caso, porém, o coeficiente volumétrico de absorcdo neperiano total,
K,, Ndo é constante, mas varia com o tempo devido a degradacdo do perdxido de hidrogénio
ao longo do tempo de processo.

O coeficiente volumétrico de absor¢do neperiano total é dada pela Equacéo 72:

K (tir) = a;aND + ay,o,2[H20,](t:) (72)

Onde ay, 0,1 € a absortividade molar neperiana do H,O,.
A absortividade molar do H;0;, €4,0,1, € igual a 19 cm®mmol™ a 254 nm

(RAJESHWAR et al., 1997), logo, segundo a Equacdo 25, a absortividade molar neperiana do
H.0, a 254 nm ¢ dada por:

_ _ 2 1
AH,0,254 nm = EH,0,254nm- 2,303 = 43,76 cm”.mmol

106



Desinfeccdo de Aguas Empregando Processo de Oxidagio Avancada (UVC/H,0,): Desenvolvimento e Modelagem
Erik Cavalcanti e Silva

A Figura 47 mostra o perfil de energia incidente no espaco reacional em alguns
tempos de irradiacdo especificos para o experimento de desinfeccdo via UVC/H,0O, de
concentraco inicial de bactérias igual a 2,49-10° UFC.cm™ no raio compreendido entre a

entrada Otica do fotorreator, tubo de quartzo, r = 2,23 cm e o tubo de Pyrex, r = 3,0 cm.

— t,,= 0 mmn
— t, =9 min
t, = 18 mm
t
t

=
o)
|

=40 mm
.= 70 min

o
[
!

energia incidente, G, (mW.cm™)
o
e
|

=
W

23 24 25 26 27 28 29 3
raio (cm)

Figura 47 - Perfis de energia incidente no espaco reacional em diversos tempos de irradiacdo
para o experimento de desinfecgo via irradiagdo com luz UVC, N = 2,49-10° UFC.cm™.

E possivel observar na Figura 47 que a energia incidente aumenta com o aumento do
tempo de irradiacdo a medida que o H,O,, que absorve parte da energia que incide no espaco
reacional, é consumido no processo.

As Figuras 48 e 49 mostram o0 comportamento da energia incidente media,

(Ga(tir))v,,» em fungdo do tempo de irradiagdo para os grupos 1 e 2 respectivamente.
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Figura 48 - Evolugdo da energia incidente média, (G (t;-))y,., Nos estudos cinéticos de
desinfeccdo via processo combinado UVC/H,0, (grupo 1).
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Figura 49 - Evolucdo da energia incidente média, (G,(t;))v,., nos estudos cinéticos de
desinfeccgéo via processo combinado UVC/H,0, (grupo 2).

Assim como a energia incidente, a energia incidente média aumenta com o tempo de

irradiacdo. E possivel observar, das Figuras 48 e 49, que quanto maior a concentracio de

H,O, menor a energia incidente média disponivel no espago reacional devido a absorcdo de

energia pelo H,O, presente. A Tabela 29 apresenta o valor do coeficiente volumétrico de

absorcdo neperiano total, k;, em cada caso e a porcentagem relativa ao H,O, e a bactéria

individualmente no inicio do processo. Deste modo, é possivel notar, da Tabela 29 e das
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Figuras 48 e 49, que para absortividades altas, ou seja, quando ha uma alta concentracdo de
matéria no espacgo reacional, a energia incidente media é baixa. Além disso, é possivel
perceber na Tabela 29 que a contribuicdo do perdxido de hidrogénio no coeficiente
volumétrico de absorcdo neperiano total do meio reacional € maior que a contribuicdo da

bactéria, devido sua absortividade e concentracéo.

Tabela 29 — Contribuicbes do H,O, e da Pseudomonas aeruginosa no coeficiente
volumétrico de absor¢do neperiano total no tempo inicial do processo.

% de k;(0)
% de k;(0
Ny [H202]o 12(0) r(e):lativ::go) relativa &
(UFC.cm®) (mmol.cm™®)  (ecm™) HO Pseudomonas
22 aeruginosa
Grupo 1 2,49-10° 1,02:10% 456100 97,92 2,08
(baixas 2,82-10° 3,67-10°  1,7110%0 9375 6,25
concentragoes
iniciais de 106 103 10l 3,84
bactérias) 3,32:10 7,22:10 3,28:10 96,16
Grupo 2 6,50-10° 3,80-10™ 41310% 40,22 59,78
(altas 7,65-10° 4,45-10°° 2,24-100 87,00 13,00
Concentace®  81010°  6,1610° 300100 89,75 10,25
bacterias) 9,30-10° 356:10° 191100 8151 18,49

4.7.2 PERFIL DE ENERGIA ABSORVIDA

Uma vez que o peroxido de hidrogénio € responsavel por uma grande porcentagem do
coeficiente volumétrico de absor¢do neperiano total do meio reacional é de se esperar que sua
presenca interfira na absorc¢do direta da radiacdo pela bactéria. Os perfis de energia absorvida
pela bactéria foram construidos de modo semelhante ao apresentado na Secdo 4.4.3. A Figura
50 apresenta o perfil de energia absorvida pelas bactérias ativas no espac¢o reacional para cada
experimento de desinfeccdo via processo combinado UVC/H,0, (Grupo 1) no tempo zero e
no raio compreendido entre a entrada Otica do fotorreator, tubo de quartzo, r =2,23cmeo
tubo de Pyrex, r = 3,0 cm. A Figura 50 apresenta também o perfil de energia absorvida pelas

bactérias no caso hipotético onde ndo haveria H,O, no espaco reacional (linha pontilhada).
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Figura 50 - Perfil de energia absorvida pelas bactérias ativas no espaco reacional para 0s
estudos cinéticos de desinfec¢do via processo combinado UVC/H,0;, em ti. = 0. A linha
pontilhada representa o caso hipotético de auséncia de H,0..

O caso onde h4 a maior absorcéo de energia é quando f = 2,17-10° mmol.UFC™. Isso
se deve ao fato de esta ter sido 0 experimento com maior concentracao inicial de bactérias no
grupo 1 (Tabela 27). E possivel perceber ainda, que quanto maior o valor da razio entre as
concentragdes iniciais de H,O, e bactérias, f, maior é a diferenca entre os perfis reais e 0s
perfis nos casos hipotéticos onde ndo existiria H,O, presente no meio reacional. Essa
diferenca cai com o tempo de processo, uma vez que o peroxido de hidrogénio é consumido.
Deste modo, uma vez que a concentra¢do de H,O, no meio reacional decresce com o tempo
de irradiacdo, a eficiéncia na inativacdo dos estudos cinéticos UVC/H,0, se aproximaria da
eficiéncia dos estudos cinéticos onde se empregou apenas irradiacdo com luz UVC ao final do

processo. Este fato pode ser observado nas Figuras 51 e 52 a seguir:
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Figura 51 — Evolucgdo da porcentagem de inativacao para os estudos cinéticos de desinfec¢do
via processo combinado UVC/H,0; (grupol).
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Figura 52 — Evolucdo da porcentagem de inativacao para os estudos cinéticos de desinfec¢do
via processo combinado UVC/H,0, (grupo 2).

Nas Figuras 51 e 52 é possivel observar claramente a influéncia negativa do peréxido

de hidrogénio na inativagdo da bactéria, quanto maior a concentracdo de H,O, menor ¢é a

eficiéncia em um determinado tempo de irradiagdo, e como esperado, ao final do processo, a

elevados tempos de irradiacdo, a eficiéncia equipara-se a eficiéncia obtida no experimento

onde se empregou apenas irradiagdo com luz UVC.
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Como foi observado nos resultados provenientes dos estudos cinéticos de desinfeccdo
empregando H,O, e sem a irradiagdo com luz UVC, a bactéria Pseudomonas aeruginosa é
resistente a acdo biocida do perdxido de hidrogénio, isso se deve a capacidade de producédo da
enzima catalase por parte da bactéria como uma defesa natural. Watts et al. (2003) realizaram
um estudo sobre a toxicidade do perdxido de hidrogénio e dos radicais hidroxila sobre a
bactéria Escherichia coli, também catalase-positiva, e concluiram que a presenca de radicais
hidroxila ndo aumentou a toxicidade em relacdo ao peroxido de hidrogénio agindo
isoladamente. Portanto, a geracao de radicais hidroxila ndo é uma vantagem significativa na
inativacdo de bactérias catalase-positivas, sendo a energia empregada nesta geracdo melhor
utilizada se destinada diretamente a fotdlise das bases timina no DNA microbiano.
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5 CONCLUSOES

Os estudos realizados acerca da cinética de inativacdo da bactéria Pseudomonas
aeruginosa por meio da irradiacdo com luz UVC, do contato direto com H,O, e do processo

combinado UVC/H,0, levaram as seguintes conclusdes:

O sistema desenvolvido por Silva (2007) é adequado aos estudos de desinfeccdo de
aguas contaminadas com a bactéria Pseudomonas aeruginosa. A configuracdo do fotorreator
é eficiente no processo de inativacdo microbiana. O tanque de mistura proveu um meio
reacional homogéneo desde o inicio do tempo de processo e ndo houve evidéncias de reducéo
da concentracdo bacteriana devido a tensdes cisalhantes sobre as células resultantes da

agitacdo mecanica.

O tempo de resposta nos estudos cinéticos de inativacdo da Pseudomonas aeruginosa
via irradiacdo com luz UVC é imediato, apresentando a maior taxa de inativacdo no inicio do
processo. A eficiéncia alcancada utilizando-se este método é em média 99,99% em um tempo
de irradiagdo de 252 s nas condi¢Oes operacionais empregadas neste estudo. A taxa de
inativacdo é independente da concentracéo inicial de bactérias.

Véarios modelos foram avaliados a fim de descrever a cinética de inativacdo da
Pseudomonas aeruginosa via irradiacdo com luz UVC, o modelo que melhor representa o
processo € 0 modelo de Hom por possuir um termo associado a ndo-linearidade com relacéo
ao tempo de irradiacdo. O coeficiente de correlagdo entre os valores preditos pelo Modelo de

Hom e os dados experimentais ficaram entre 0,970 e 0,985.

As Doses de Radiacdo calculadas apresentaram uma discrepancia significativa dos
dados encontrados na literatura. Isto se deve, possivelmente, ao fato de seu valor ser
extremamente dependente do modo como € realizada a medicdo desta grandeza, tanto
experimentalmente como a base tedrica envolvida, a inclusdo dos conceitos de campo de

radiacdo, energia efetivamente absorvida, entre outros fatores.

O tempo de resposta nos estudos cinéticos de inativacdo da Pseudomonas aeruginosa

via contato direto com H,0O, na auséncia de radiagdo depende da concentracdo inicial de
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peroxido de hidrogénio, sendo imediato onde estas concentragdes sdo mais elevadas. O
processo apresenta baixa taxa de inativacdo. A eficiéncia alcancada utilizando-se este método
depende diretamente da concentracdo inicial de H,O,, atingindo valores entre 54,85 e 94,87 %
em um tempo de contato de 120 min nas condi¢des operacionais empregadas neste estudo. A
resisténcia a inativacdo por parte da Pseudomonas aeruginosa via contato direto com H,0O; se
deve a sua defesa natural, a producdo da enzima catalase. A taxa de reacdo é diretamente
proporcional a concentracdo de H,O,. Nao foi possivel analisar a dependéncia da taxa de

inativacdo em relacdo a concentracdo inicial de bactérias.

O estudo da cinética enzimética catalase-H,O, foi realizado. Os parametros da
equacdo de Michaelis-Menten foram estimados e apresentaram grande aproximacao com 0s
valores encontrados na literatura. A enzima é eficiente em inativar a acdo do H,O; nos frascos

de amostra durante os estudos cinéticos de desinfec¢éo.

Véarios modelos foram utilizados a fim de descrever a cinética de inativacdo da
Pseudomonas aeruginosa via contato direto com o H,0,, os modelos de Hom, Exponencial
de Hom, dos Alvos Mudltiplos e o dos Alvos Multiplos Modificado representam com boa
aproximacdo os dados experimentais, com uma pequena vantagem para o ultimo citado. Todo
estes modelos tém em comum um termo que representa a ndo-linearidade com relacdo ao
tempo de contato. O coeficiente de correlacdo entre os valores preditos pelo Modelo dos

Alvos Mdltiplos Modificado e os dados experimentais ficaram entre 0,883 e 0,990.

O tempo de resposta nos estudos cinéticos de inativacdo da Pseudomonas aeruginosa
via processo combinado UVC/H,0, € imediato, apresentando maior taxa de inativacdo no
inicio do processo. A eficiéncia alcancada utilizando-se este método depende diretamente da
concentracéo inicial de H,O,, atingindo valores entre 98,95 e 99,99 % em um tempo de
irradiacdo de 252 s. A taxa de reacdo é dependente da concentracdo de H,O,. O peroxido de
hidrogénio tem uma influéncia negativa na inativacdo da bactéria devido a combinacdo de

dois fatores:

a) O H,O, absorve parte da energia incidente no espago reacional na geracdo de
radicais livres, consumindo parte da energia que seria destinada a fotolise das

bases timina do DNA da bactéria.
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b) A bactéria Pseudomonas aeruginosa € catalase-positiva, portanto possui uma
defesa natural contra o H,O; e os radicais hidroxila.

Logo, os radicais livres gerados pela fotolise do H,O, ndo aumentam a eficiéncia do
processo e ndo é observada qualquer sinergia no processo combinado UVC/H,0, sendo a
fotolise das bases timina do DNA microbiano pela luz UVC responsavel por quase 100% da
inativacdo microbiana. Nao foi possivel analisar a dependéncia da taxa de inativacdo em

relacdo a concentracdo inicial de bactérias.
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6 SUGESTOES

Acompanhar a quantidade de energia incidente na entrada Otica do fotorreator por

meio do uso de um radiémetro.

Propor e desenvolver uma metodologia que resulte em um maior controle da

concentracdo inicial de bactérias.

Realizar estudos cinéticos de desinfeccdo via irradiacgdo UVC e via processo
combinado UVC/H,0, variando-se as intensidades das fontes de radiacdo e vazles de

escoamento.

Realizar uma bateria de estudos cinéticos de desinfeccdo via contato direto com H,0,
na auséncia de radiagdo UVC a fim de elucidar a influéncia da concentracdo inicial de

bactérias e da concentracdo inicial de H,O, na taxa de reacao isoladamente.

Realizar uma bateria de estudos cinéticos de desinfec¢do via processo combinado
UVC/H,0, a fim de elucidar a influéncia da concentracdo inicial de bactérias e da

concentracéo inicial de H,O, na taxa de reagéo isoladamente.
Propor um modelo cinético que represente a evolucdo da taxa de inativacdo para o

processo combinado UVC/H,0, que descreva a aparente protecdo exercida pelo H,O; sobre a

bactéria decorrente da resisténcia desta a acdo bactericida ao H,O, e radicais hidroxila.
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8 APENDICE A

8.1 Calculo da eficiéncia do processo e porcentagem de inativacao

A eficiéncia dos processos e a porcentagem de inativagdo foram calculadas com base
nas Equacdes (73) e (74) respectivamente:

N/
Eficiéncia (%) = <1 — _lo> 100 (73)
N;
N;(t
Inativacdo (%) = <1 _ ;V(.O)> 100 (74)
L

8.2 Dados experimentais acerca do estudo da concentragdo de bactérias viaveis na

suspensao mae.

Tabela 30 - Leitura em placas de Petri das duplicatas de dilui¢cGes originadas da suspensao
méde de Pseudomonas aeruginosa.

Dilucéo Leitura 1 Leitura 2 Meédia das leituras N;
(UFC.com™)

10% incontavel incontavel - -
107 incontavel incontavel - -
10° incontavel incontavel - -
10* incontavel incontavel - -
10° incontavel incontavel - -
10 162 122 142 1,42-10°
107 12 10 11 1,10'109
10 1 ndo detectavel - -

10° nio detectavel  nao detectavel - -

10710 nao detectavel ndo detectavel - -
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8.3 Dados experimentais acerca do estudo da absortividade da Pseudomonas

aeruginosa.

Tabela 31 - Relagéo entre absor¢édo e concentragdo de Pseudomonas aeruginosa.

Ni Abs
(UFC.com™)

2,100-108 0,363
1,950-108 0,340
1,620-108 0,272
1,435-108 0,202
1,220-108 0,176
1,230-108 0,116
7.250-107 0,048
4,400-10’ 0,042
4,200-10’ 0,000
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8.4 Dados experimentais acerca do estudo da inativacéo da Pseudomonas aeruginosa
via irradiagéo com luz UVC.

Tabela 32 - Concentragdo de bactérias ativas em fungio do tempo de irradiagdo. NP =
5,15-10" UFC.cm™,

Tempo de irradiacdo, t;,  Concentracdo de bactérias, N;

(s) (UFC.cm™)
0 5,15:10°
18 1,03-10’
36 2,26:10°
54 6,10-10°
72 1,79-10°
90 6,95-10*
108 2,01-10*
126 1,36-10"
144 1,77-10*
162 6,65-10°
180 1,07-10"
198 4,50-10°
216 3,55:10°
234 2,75:10°
252 1,60-10°
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Tabela 33 - Concentragdo de bactérias ativas em funcio do tempo de irradiagdo. NP =
2,34-10" UFC.cm®,

Tempo de irradiacdo, t;,  Concentracao de bactérias, N;

(s) (UFC.cm™)
0 2,34:10
18 6,65-10°
36 1,53-10°
54 4,45:10°
72 1,32:10°
90 3,90-10*
108 1,52-10"
126 1,39-10
144 5,90-10°
162 3,60-10°
180 2,75:10°
198 3,15:10°
216 2,25:10°
234 1,40-10°
252 1,5510°
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Tabela 34 - Concentragdo de bactérias ativas em funcio do tempo de irradiagio. NP =
1,46:10" UFC.cm®,

Tempo de irradiacdo, t;,  Concentracao de bactérias, N;

(s) (UFC.cm™)
0 1,46-10°
18 5,60-10°
36 1,18-10°
54 4,05:10°
72 9,50-10*
90 2,97-10*
108 1,14-10*
126 5,85-10°
144 3,99-10°
162 3,1810°
180 2,51-10°
198 2,15:10°
216 2,26:10°
234 2,02:10°
252 1,88-10°

126



Desinfeccdo de Aguas Empregando Processo de Oxidagio Avancada (UVC/H,0,): Desenvolvimento e Modelagem
Erik Cavalcanti e Silva

Tabela 35 - Concentragdo de bactérias ativas em funcio do tempo de irradiagio. NP =
5,75-10° UFC.cm™.

Tempo de irradiacdo, t;,  Concentracao de bactérias, N;

(s) (UFC.cm™)
0 5,75-10°
18 1,58-10°
36 3,9510°
54 1,17-10°
72 4,35-10*
90 8,80-10°
108 3,60-10°
126 2,56:103
144 8,30-10°
162 1,17-10°
180 1,12:10°
198 7,35-10°
216 6,55:10°
234 5,20-10°
252 5,85:10°
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Tabela 36 - Concentragdo de bactérias ativas em funcio do tempo de irradiagdo. NP =
8,30-10° UFC.cm®.

Tempo de irradiacdo, t;,  Concentracao de bactérias, N;

(s) (UFC.cm™)
0 8,30-10°
18 2,47:10°
36 5,35:10*
54 1,32:10°
72 2,47-10°
90 1,12-10°
108 4,50-10°
126 1,75-10°
144 2,05:10°
162 1,90-10°
180 1,05-10°
198 1,15-10°
216 6,50-10*
234 4,50-10
252 9,50-10"

8.5 Dados experimentais acerca do estudo sobre a atividade da catalase.

Tabela 37 - Cinética enzimatica. Concentracdo de H,O, em fun¢do do tempo de contato.
[H,0,], = 1,45:102 mmol.cm™.

Tempo de contato, t,  Concentragéo de H20,

(s) (mmol.cm™)
0 1,45:10°
30 7,09-10°
60 3,04-10°
90 1,70-10°
120 5,78:10™
180 6,83-10°
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Tabela 38 - Cinética enzimatica. Concentracdo de H,O, em fungdo do tempo de contato.
[H,0,], = 1,13:102 mmol.cm™.

Tempo de contato, t,  Concentracéo de H,0;

(s) (mmol.cm™)
0 1,13-102
30 4,28:10°
60 1,87-10°
90 8,40-10™
120 3,47-10™
150 1,52:10™

Tabela 39 - Cinética enzimatica. Concentracdo de H,O, em funcdo do tempo de contato.
[H,0,], = 5,87-10° mmol.cm™.

Tempo de contato, t,  Concentracdo de H,0;

(s) (mmol.cm™)
0 5,87-10°
20 2,77:10°
40 1,53-10°
60 4,07-10™
90 2,33-10™
120 8,41-10°
150 1,80-10°

Tabela 40 - Cinética enzimatica. Concentracdo de H,O, em funcdo do tempo de contato.
[H,0,], = 3,90-10° mmol.cm™.

Tempo de contato, t,  Concentracdo de H,0;

(s) (mmol.cm™)
0 3,90-10°
20 1,87-10°
40 8,42:10™
60 4,01-10™
80 2,14-10™
100 7,27-10°
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Tabela 41 - Cinética enzimatica. Concentracdo de H,O, em fungdo do tempo de contato.
[H,0,], = 1,53:10° mmol.cm™.

Tempo de contato, t,  Concentracéo de H,0;

(s) (mmol.cm™)
0 1,53-10
15 1,09-10°°
20 8,95-10™
30 5,74-10™
50 3,00-10™
70 1,56-10™
90 7,59-10°

Tabela 42 - Cinética enzimatica. Concentracdo de H,O, em fungdo do tempo de contato.
[H,0,], = 1,33:10° mmol.cm™.

Tempo de contato, t,  Concentragéo de H,O,

(s) (mmol.cm™)
0 1,33-10°
10 9,08-10™
20 5,82:10™
30 4,08-10™
50 2,05:10™
70 9,15-107
90 3,81:10°
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8.6 Dados experimentais acerca do estudo da inativacdo da Pseudomonas aeruginosa
via Hzoz.

Tabela 43 - Concentragdo de bactérias ativas e concentracdo de H,O, em funcdo do tempo
de contato. N = 1,15-10" UFC.cm’; [H,0,], = 5,31-10" mmol.cm™.

Tempo de contato, t.  Concentragdo de bactérias, Concentracéo de H,0»

(min) N; (UFC.cm®) (mmol.cm™)
0 1,15-10° 5,31-10°
5 1,18-10° 5,13-10°
10 1,01-10° 4,93-10°
20 1,29-10° 4,64-10°
30 1,10-10’ 4,48-10°
40 8,70-10° 4,23:10°
50 9,90-10° 3,9710°
60 6,80-10° 4,02:10°
80 2,74-10° 3,82:10°°

100 1,07-10° 3,68:10°°
120 8,20-10° 3,54-10°

Tabela 44 - Concentracdo de bactérias ativas e concentracdo de H,O, em funcdo do tempo
de contato. N? = 3,83-10° UFC.cm™; [H,0,], = 3,69-10"° mmol.cm™,

Tempo de contato, t, Concentracdo de bactérias, Concentracdo de H,0,

(min) N; (UFC.cm™) (mmol.cm™®)
0 3,83-10° 3,69-10°
5 3,68:10° 3,78:10°°
10 3,20-10° 3,69-10°
20 3,78:10° 3,42:10°°
30 3,93-10° 3,10-10°®
40 3,66-10° 3,50-10°°
50 3,49-10° 3,46:10°°
60 1,54-10° 3,2810°°
80 1,64-10° 3,30-10°°

100 4,00-10° 3,26:10°
120 9,40-10° 3,31-10°
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Tabela 45 - Concentracdo de bactérias ativas e concentracdo de H,O, em funcdo do tempo
de contato. N? = 3,23-10° UFC.cm™; [H,0,], = 1,78:10° mmol.cm™,

Tempo de contato, t, Concentracdo de bactérias, Concentragdo de H,0,

(min) N; (UFC.cm™) (mmol.cm™)
0 3,23-10° 1,78:10°
5 3,28:10° 1,72:10°
10 3,40-10° 1,70-10°®
20 3,20-10° 1,70-10°
30 3,04-10° 1,68:10°
40 2,88:10° 1,62:10°
50 2,90-10° 1,62:10°°
60 2,42-10° 1,56-10°°
80 1,97-10° 1,50-10°°

100 2,21-10° 1,50-10°®
120 1,46-10° 1,46:10°
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8.7 Dados experimentais acerca do estudo da inativacéo da Pseudomonas aeruginosa
via UVC/Hzoz.

Tabela 46 - Concentragdo de bactérias ativas e concentracdo de H,O, em funcdo do tempo
de contato. N = 9,30-10° UFC.cm’; [H,0,], = 3,56:10"> mmol.cm™.

Tempo de contato, t.  Concentragdo de bactérias, Concentracéo de H,0»

(min) N; (UFC.cm®) (mmol.cm™)
0 9,30-10° 3,56:10°°
3 3,12:10° 3,54:10°°
6 1,46-10° 3,24-10°
9 6,55:10° 2,9810°°
12 2,92:10° 3,08:10°°
15 1,10-10° 3,06:10°°
18 5,05-10* 2,92:10°
21 2,35-10* 2,74-10°
25 1,39-10* 2,57:10°
30 7,00-10° 2,61:10°
40 4,15-10° 2,49-10°°
50 1,70-10° 2,24-10°°
60 9,50-10° 1,79-10°
70 1,10-10° 1,98-10°°
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Tabela 47 - Concentracdo de bactérias ativas e concentracdo de H,O, em funcdo do tempo
de contato. N? = 8,10-10° UFC.cm™; [H,0,], = 6,16:10" mmol.cm™,

Tempo de contato, t, Concentracdo de bactérias, Concentragdo de H,0,

(min) N; (UFC.cm™) (mmol.cm™)
0 8,10-10° 6,16:10°
3 2,87-10° 5,22:107
6 1,57-10° 5,61-10°
9 7,15-10° 5,53-107
12 2,75:10° 5,34-10°°
15 1,80-10° 5,09-10°
18 7,55:10* 5,09-10°
21 4,47-10* 5,06:10°
25 2,07-10* 4,45-10°
30 2,20-10* 4,65:10°
40 3,60-10° 3,70-10°°
50 1,52-10* 4,05:10°
60 2,40-10° 3,9310°
70 1,10-10° 2,8810°°
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Tabela 48 - Concentracdo de bactérias ativas e concentracdo de H,O, em funcdo do tempo
de contato. N? = 7,65:10° UFC.cm™; [H,0,], = 4,45:10° mmol.cm™,

Tempo de contato, t, Concentracdo de bactérias, Concentragdo de H,0,

(min) N; (UFC.cm™) (mmol.cm™)
0 7,65-10° 4,45-10°
3 3,07-10° 4,23-10°
6 1,86-10° 4,1710°
9 1,09-10° 4,04-10°
12 4,53-10° 3,65:10°
15 2,44-10° 3,71-10°
18 4,60-10° 3,60-10°°
21 7,35:10 2,92:10°
25 6,85:10" 3,11-10°
30 8,45-10* 2,9810°°
40 - 3,08:10°°
50 2,85-10* 2,87-10°
60 3,14-10" 2,57-10°
70 1,21-10* 2,30-10°°

Tabela 49 - Concentragdo de bactérias ativas e concentracdo de H,O, em funcdo do tempo
de contato. N? = 6,50-10° UFC.cm™; [H,0,], = 3,80-10" mmol.cm™.

Tempo de contato, t.  Concentracdo de bactérias, Concentracéo de H,0»

(min) N; (UFC.cm?) (mmol.cm?)
0 6,50-10° 3,80-10"
3 3,95-10° 3,07-10"
6 2,17-10° 3,94-10™
9 7,95-10° 3,73:10™
12 2,36-10° 1,94-10™
15 1,72:10° 3,77-10™
18 7,90-10* 3,77-10™
21 4,80-10* 3,72:10™
25 2,02:10* 3,22:10™
30 - 2,88:10™
35 7,45:10° 3,12:10™
40 7,45:10° 3,16:10™
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Desinfeccdo de Aguas Empregando Processo de Oxidagio Avancada (UVC/H,0,): Desenvolvimento e Modelagem
Erik Cavalcanti e Silva

Tabela 50 - Concentracdo de bactérias ativas e concentracdo de H,O, em funcdo do tempo
de contato. N? = 3,32:10° UFC.cm™; [H,0,], = 7,22:10° mmol.cm™,

Tempo de contato, t, Concentracdo de bactérias, Concentragdo de H,0,

(min) N; (UFC.cm™) (mmol.cm™)
0 3,32:10° 7,22:10°
3 2,22-10° 7,54-10°
6 1,04-10° 7,66:10°
9 4,10-10° 7,31:10°
12 2,24-10° 7,24-10°
15 1,58-10° 6,98:10°
18 6,95-10* 6,78:10°
21 7,50-10" 6,89-10°
25 2,14-10* 6,61-10°
30 1,95-10* 6,01-10°
40 1,44-10* 4,94-10°
50 1,64-10* 5,32:10°°
60 1,20-10* 4,77-10°
70 9,60-10° 4,60-10°
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Desinfeccdo de Aguas Empregando Processo de Oxidagio Avancada (UVC/H,0,): Desenvolvimento e Modelagem
Erik Cavalcanti e Silva

Tabela 51 - Concentracdo de bactérias ativas e concentracdo de H,O, em funcdo do tempo
de contato. N? = 2,82:10° UFC.cm™; [H,0,], = 3,67-10" mmol.cm™,

Tempo de contato, t, Concentracdo de bactérias, Concentragdo de H,0,

(min) N; (UFC.cm™) (mmol.cm™)
0 2,82:10° 3,67-10°
3 2,61-10° 3,68:10°
6 1,21-10° 3,5710°
9 7,05-10° 3,28:10°°
12 3,34-10° 3,29-10°°
15 2,03-10° 3,25:10°°
18 1,41-10° 3,10-10°®
21 6,85-10" 3,09-10°
25 3,20-10° 2,92:10°
30 1,15-10° 2,87-10°
40 6,33-10" 2,68:10°
50 3,85:10* 2,5410°°
60 4,25-10* 2,31:10°
70 2,97-10* 1,99-10°°
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Desinfeccdo de Aguas Empregando Processo de Oxidagio Avancada (UVC/H,0,): Desenvolvimento e Modelagem
Erik Cavalcanti e Silva

Tabela 52 - Concentracdo de bactérias ativas e concentracdo de H,O, em funcdo do tempo
de contato. N? = 2,49-10° UFC.cm™; [H,0,], = 1,02:10 mmol.cm™,

Tempo de contato, t, Concentracdo de bactérias, Concentragdo de H,0,

(min) N; (UFC.cm™) (mmol.cm™)
0 2,49-10° 1,02:10%
3 1,54-10° 9,41-10°
6 1,23-10° 8,33-10°°
9 8,55:10° 9,33-10°
12 3,09-10° 8,49-10°°
15 2,66:10° 9,14-10°
18 3,24:10° 8,13-10°°
21 1,98-10° 8,56:10°°
25 8,65-10" 8,67-10°
30 5,70-10* 8,46:10°°
40 2,97-10* 7,24-10°
50 8,85:10° 6,71-10°
60 6,55-10° 6,71-10°
70 7,55:10° 5,10-10°°
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