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Resumo

O objetivo deste trabalho foi inferir a eficiéncia do Processo Oxidativo Avangado (POA):
H.O,/UV, na inativagdo de oocistos e cistos dos protozoarios Cryptosporidium spp. e
Giardia spp. respectivamente, em amostras de solugao aquosa com caracteristicas de
agua natural. Utilizaram-se concentragdes de peroxido de hidrogéniode 15mgL ' e 6 g
L™ e dose de UV de 44 mW s cm™ e 5.472 mW s cm™, respectivamente. A eficiéncia do
POA foi inferida a partir da avaliagdo do dano morfolégico causado pelo processo na
parede de oocistos e cistos, sendo observados pelo método de Reacdo de
Imunofluorescéncia Direta (RID) e mediante Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV). O POA foi mais eficiente em causar dano na parede de Giardia duodenalis e
oocistos de Cryptosporidium spp. Usando a menor dose de UV e concentragdo de
peréxido, o POA causou dano de forma e/ou fluorescéncia em 45,3 % dos cistos de G.
duodenalis e em 61,9 % dos oocistos de Cryptosporidium spp. Entretanto quando
utilizada a alta dose de UV e concentragdo de perdxido, somente dois oocistos
Cryptosporidium spp. foram observados. Oocistos de Cryptosporidium spp. mostrou
maior sensibilidade ao POA do que cistos de Giardia duodenalis.

Palavras-chave: processos oxidativos avangados, Cryptosporidium spp., Giardia spp.,
desinfeccao, peroxidagao/UV, peroxidagao.
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Abstract

The aim of this study was infered the efficiency of advanced oxidative processes (AOP):
H,O,/UV in inactivation of oocysts and cysts of Cryptosporidium spp. and Giardia
duodenalis respectively, in aqueous solution’s samples with characteristics of natural
water. It was used concentrations of hydrogen peroxide of 15 mg L' and 6 g L' and UV
dose was of 44 mW s cm? and 5472 mW s cm™, respectively. Direct
Immunofluorescence Antibody Assay (IFA) and Scanning Electron Microscopy (SEM)
were used to evaluate oocysts and cysts walls damage caused by the process. The
AOP was efficient in damage G. duodenalis cysts and Cryptosporidium spp. oocysts
wall. Using a small dose of UV irradiation and concentrations of hydrogen peroxide,
AOP caused damage oin the shape and/or alteration of fluorescence in 45.3 % cysts of
G. duodenalis and 61.9 % oocysts of Cryptosporidium spp. However, when used higher
UV dose and concentrations of hydrogen peroxide only two Cryptosporidium spp.
oocysts were observed. Cryptosporidium spp. oocysts showed higher sensibility than
cysts of G. duodenalis to the peroxidation assisted by ultraviolet light process.

Key words: advanced oxidative processes, Cryptosporidium spp., Giardia spp.,
disinfection, peroxidation /UV, peroxidation.
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1. INTRODUCAO

A agua tem sido motivo de grande preocupacdo em todo o mundo,
principalmente com respeito a sua quantidade, qualidade, tratamento e distribuigao.
Atualmente, a disponibilidade desse recurso € um fator limitante no desenvolvimento de
muitas regides do Planeta. Ja se sabe que um tergo da populagdo mundial vive em
areas sujeitas a presséo da falta de agua e, este percentual aumenta a medida que

cresce a demanda do tratamento para torna-la uma agua potavel (ONU, 2006).

No Brasil, pdde-se verificar essa preocupagao, com a publicagao da Portaria 518
em 25 de marco de 2004 (Brasil, Ministério da Saude, 2004), que “estabelece os
procedimentos e responsabilidades relativos ao controle e vigilancia da qualidade da
agua para consumo humano e seu padréo de potabilidade, e da outras providéncias” no

que diz respeito a caracteristicas de potabilidade.

A necessidade da designagdo de potabilidade surge no conhecimento da
contaminagcdo de corpos d’ agua por compostos toxicos e agentes patogénicos,

causadores de enfermidades em homens e outros animais.

Assim, surgiu a necessidade da implantacdo de um sistema de tratamento de
agua, para que esta se adequasse a padroes de potabilidade e pudesse ser consumida

sem gerar prejuizos a saude humana.

Porém, sabe-se que mesmo aguas que atendam os padrbes de potabilidade
definidos em legislagdes, podem causar problemas de saude publica, como o que
ocorreu em Milwaukee (EUA), onde a agua distribuida para a populagado que atingia os
padroes exigidos pela legislacdo americana, foi a que veiculou os oocistos de
Cryptosporidium spp. causando o maior surto de veiculagao hidrica de criptosporidiose
registrado até o momento (CORSO et al, 2003).
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Um agravante deste problema é o fato de que muitos dos corpos hidricos
receptores de residuos (esgoto doméstico tratado ou nao), também sao fontes de
captacédo para tratamento e distribuicdo da agua para a populagdo. Consequentemente,
a auséncia de tratamento de efluentes, ou mesmo a disposi¢ao de efluentes tratados,
podem resultar na contaminagdo destes mananciais, prejudicando a eficiéncia final no

tratamento de agua.

Além do mais, sabe-se que a etapa de desinfeccdo usualmente utilizada nas
estacbes de tratamento de agua (cloragao) é ineficiente quanto a seguranga da agua
com relagédo a alguns microrganismos, tais como os protozoarios Cryptosporidium spp.
e Giardia spp. (RYU et al, 2008).

O surgimento de surtos de doengas de veiculagao hidrica, causados por
protozoarios intestinais, vem emergindo como um dos principais problemas de Saude
Publica nos ultimos 28 anos, mesmo com a adogao de regulamentos cada vez mais
restritivos, em paises como os Estados Unidos e Reino Unido, e os avancos das
tecnologias de tratamento (SMITH et al, 2006a).

Em decorréncia dos possiveis problemas de saude publica causada por estes
protozoarios, na Portaria 518/2004, € recomendada a inclusdo da pesquisa de
organismos patogénicos, com o objetivo de atingir, como meta, um padrao de auséncia

de enterovirus, cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp., dentre outros.

Justificativa

Pela necessidade de mais estudos sobre formas de desinfec¢do que inativem
oocistos e cistos de Cryptosporidium spp. e Giardia spp., respectivamente, e, em fungao
dos bons resultados obtidos pelos Processos Oxidativos Avancados (POA) na

inativacdo de outros microrganismos, como as bactérias e seus esporos, estudos da
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acao oxidativa destes processos sobre estes protozoarios patogénicos séo pertinentes,

como alternativa de desinfeccao de aguas destinadas ao consumo humano.
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2. OBJETIVOS

- Geral:

Inferir a eficiéncia do processo oxidativo avancado, H,O,/UV, na inativacdo dos

protozoarios Cryptosporidium spp. e Giardia duodenalis. em amostras de agua

preparada em laboratorio.

b)

- Especificos:

Avaliar a agdo de um processo quimico por perdxido de hidrogénio (H205),
e de um POA (H,0,/UV) sobre oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos
G. duodenalis em amostras de agua sintética.

Observar os danos morfolégicos na parede dos cistos e oocistos dos
protozoarios, apds o0s processos propostos, utilizando Reacdo de
Imunofluorescéncia Direta e Microscopia Eletronica de Varredura.

Inferir a eficiéncia dos tratamentos em fungdo do dano morfolégico
causado na parede de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos G.

duodenalis.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Protozoarios patogénicos de veiculagao hidrica

Sao varios os organismos de veiculagdao hidrica, causadores de doengas ao
homem, tendo entre eles as bactérias (Salmonella typhi, Escherichia coli, Legionella
pneumophila, Vibrio cholera); os virus (enterovirus, virus da hepatite A, rotavirus); os
protozoarios (Entamoeba histolytica, Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp.), € 0s
helmintos (Ascaris lumbricoides). Porém, dentre estes organismos, os protozoarios tem
emergido nos ultimos anos como um dos principais agentes de veiculagdo hidrica,
sendo detectados em varios paises do mundo e causando sérios problemas de Saude
Publica (MACPHERSON, 2005).

Os protozoarios infectam um grande numero de vertebrados, sendo que
espécies dos géneros Cryptosporidium e Giardia causam a criptosporidiose e giardiose,
respectivamente, que se caracteriza como uma gastroenterite. A giardiose, cujo agente
etioldgico é a Giardia spp., é citada como o agente mais comum de diarréia decorrente
por protozoarios em todo o mundo (SMITH et al, 2007), e considerada uma infecgao re-

emergente, com significante morbidade humana (CACCIO et al, 2005).

A criptosporidiose é considerada uma infecgdo emergente (GOMEZ-COUSO et
al, 2005), possuindo algumas espécies que ja foram relacionadas com infecgoes
humanas: C. hominis, C. parvum, C. canis, C. felis, C. meleagridis, C. muris, C. suis e
C. andersoni (CHALMERS, DAVIES, 2010). Segundo Caccio et al (2005), em grandes
densidades populacionais (como ocorrem com o gado) e o contato muito préximo entre
as pessoas (como 0s que ocorrem em creches e em banhos recreacionais), é
favorecida a transmissao direta ou indireta entre os hospedeiros infectados e os

individuos susceptiveis.

As formas de transmissao ocorrem por contato fecal-oral em rotas variantes

como contato direto: pessoa-pessoa e contato com outro animal portador de diarréia. A
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transmissao zoondtica é bem estabelecida para Cryptosporidium spp. € somente para 2
subgendtipos de Giardia e, o contato indireto, que se da pela ingestao de alimentos
e/ou agua contaminados com os oocistos e cistos (CACCIO et al, 2005). O oocisto de
Cryptosporidium spp. pode ainda ser inalado (em fungao da formacao de aerossois de
agua contaminada), apesar de ser uma forma de transmissdo pouco documentada
(TZIPORI, WARD, 2002).

O oocisto de Cryptosporidium spp. e o cisto de Giardia spp. sao os estadios para
a dispersao, sobrevivéncia e protecao da infectividade do parasito, e também s&o os de

maior importancia para detecgao e identificacédo das doengas (FAYER et al, 2000).

As caracteristicas destes dois protozoarios que os justificam como os atores
principais de um grande numero de surtos é que o hospedeiro infectado elimina por
meio de suas fezes as formas ja infectantes, que s&do muito resistentes ao stress do
meio e aos processos comumente utilizados para se realizar a desinfecgédo das aguas e
esgotos (EMELKO, 2003; JOACHIM, 2004; KARANIS et al, 2006; CACCIO, RYAN,
2008). Além disso, essas formas resistentes sdo eliminadas em grande ntimero (10° a
108 cistos por grama de fezes) e uma baixa dose é suficiente para causar a infecgdo
(FAYER et al, 2000; JOACHIM, 2004; KARANIS et al, 2007; NEIRA-MUNOZ et al, 2007;
CACCIO, RYAN, 2008).

Utilizando-se de experimentos com voluntarios humanos, demonstrou-se que a
dose média infectante para se adquirir a criptosporidiose € ao redor de 9 a 1.042
oocistos, dependendo da cepa de Cryptosporidium spp. e, para Giardia spp., entre 10 e

25 cistos para o desenvolvimento da giardiose (FRANCO, 2007).

A dificuldade da deteccao de cistos e oocistos em amostras ambientais consiste
em seu pequeno tamanho, de 8 a 15 um, e 2,94 a 8,25 ym, respectivamente (MONIS et
al, 2009; SMITH, NICHOLS, 2010). A agua tem sido uma importante rota de

disseminagao das formas infectantes destes protozoarios, uma vez que seu tamanho e
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sua baixa taxa de sedimentagdo possibilitam sua disseminagcdo e manutengdo em
ambientes aquaticos (LOBO et al, 2009).

Segundo dados da literatura, oocistos de Cryptosporidium spp. podem manter-se
infectantes por 6 meses em agua doce, com temperatura entre 0 e
20 °C e na agua do mar com 35 % de salinidade por 40 dias a 18 °C (FAYER et al,
2004). Cistos de Giardia spp. mantém sua infectividade por até 2 meses em ambientes
aquaticos com temperatura de 8 °C (CACCIO et al, 2003) e por 6 meses a 20 °C
(FRANCO, 2007).

3.1.1 Giardia spp.

A primeira descricdo detalhada do parasita Giardia data de 1859, sendo sua
relevancia clinica no contexto de saude publica e ambiental revelada somente no final
do século 20. Atualmente a Giardia é associada com aproximadamente 280 milhdes de
infecgdes por ano em todo o mundo (GEURDEN et al, 2010).

Sao conhecidas seis espécies de Giardia, conforme apresentado na Tabela 01. A
espécie que causa a doenga em humanos é a G. duodenalis, sendo empregadas como
sinonimia G. lamblia e G. intestinalis. As variantes de G. duodenalis encontradas em
mamiferos € resultado de informacdes baseadas em diferengas genéticas, sendo
divididas em 7 grupos: as assembléias (gendtipos), que vao de A a G (SMITH et al,
2007).

Quanto a epidemiologia da giardiose, poucos progressos tém sido feitos, ja que
nao sao todos os isolados de G. duodenalis que se estabelecem em culturas in vitro,
limitando, portanto, o conhecimento sobre epidemiologia e transmissao da de Giardia
(THOMPSON, 2004). Somente a G. duodenalis (gendtipos A e B) tem entdo sido

associada com infecgdes humanas (CACCIO, RYAN, 2008). Das espécies associadas a
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doengas em humanos a variagdo de tamanho dos cistos € entre 8 -15 um (FRANCO,
2007).

Tabela 01. Taxonomia das espécies de Giardia e seus principais hospedeiros.

Espécies Principais hospedeiros
Giardia duodenalis (Assembléia A) Humanos e outros animais
G. duodenalis (Assembléia B) Humanos e outros animais
G. duodenalis (Assembléia C, D) Canideos
G. duodenalis (Assembléia E) Bovinos e outros animais de criagao
G. duodenalis (Assembléia F) Felinos
G. duodenalis (Assembléia G) Roedores
G. agilis Anfibios
G. ardeae Passaros
G. microti Roedores
G. muris Roedores
G. psittaci Passaros

Fonte: Adaptado de CACCIO, SPRONG (2010)

A Giardia spp. possui dois estadios em seu ciclo de vida: o trofozoito e o cisto. O
trofozoito € um estadio reprodutivo, sendo a sua reproducédo assexuada, ja o cisto é a

forma de dispersao do protozoario, resistente ambientalmente (DAWSON, 2005).

Estudos baseados em cromatografia e espectrometria de massas indicam que a
parede dos cistos de G. lamblia e G. muris possuem 43 % de carboidratos (massa
seca), sendo que a parede é formada basicamente de um complexo de carboidratos e
peptideos (ERLANDSEN et al, 1996).

A giardiose se desenvolve apds a ingestdo do cisto pelo hospedeiro. O ambiente

acido do estdbmago e os sais de bile permitem a liberacdo do trofozoito contido no
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interior do cisto. Ha a fixacdo do trofozoito na superficie do intestino e a liberagdo de
cistos via fezes, contaminando o meio ambiente (MONIS, THOMPSON, 2003).

Apds a contaminacdo, o hospedeiro inicia a liberagao de cistos via fezes em um
periodo aproximado de 3 dias (GEURDEN et al, 2010). O periodo de incubagao da
giardiose € de 1 a 2 semanas e os sintomas se desenvolvem de 2 a 4 semanas. Ha a
possibilidade de 60 % dos individuos infectados serem assintomaticos ou apresentarem
sintomas nao especificos. O desenvolvimento de diarréia € o sintoma mais comum da
doenca, e um estudo realizado por Katz et al. (2006) cita este sintoma em 92 % dos

Casos.

A giardiose pode ser aguda ou cronica, requerendo no caso crbnico, o uso de
medicamento para seu tratamento, realizado com componentes a base de albendazol e
nitroimidazol (MONIS, THOMPSON, 2003; SAVIOLI et al, 2006).

A giardiose quando em criangas muito pequenas pode levar a um déficit no

desenvolvimento fisico e cognitivo (CORDON et al, 2008).

3.1.2 Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium spp. € um parasita intracelular obrigatério que infecta células
epiteliais que revestem a superficie dos tratos intestinais e respiratérios (ROCHELLE et
al, 2005).

Segundo Carey et al (2004) foi Ernest Edward Tyzzer quem fez em 1907 a
primeira descricao do Cryptosporidium, sendo que este s6 foi reconhecido como
patogénico em 1955 apds um surto de diarréia em um plantel de perus. Foi com o
surgimento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), que ocorreram o0s
primeiros relatos de infecgdes por Cryptosporidium spp. como agente causador de

diarréia em individuos com o sistema imunolégico comprometido e, nos ultimos 25 anos
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ele tem emergido como um importante patégeno humano (SMITH, NICHOLS, 2010).
Entretanto, este protozoario s6 passou a ser identificado como agente de surtos
decorrentes de veiculagao hidrica apés 1984 (D’ANTONIO et al, 1985).

Cryptosporidium é¢ um género com espécies e gendtipos, que podem infectar
uma grande variagao de hospedeiros. A deficiéncia para elucidar a especificidade de
hospedeiro e sinalizar os possiveis meios de transmissdo para os seres humanos e
outros animais era decorrente da dificuldade de diferenciacdo entre as espécies
(JOACHIM, 2004). Porém, com o avango das técnicas moleculares permitiu-se a
determinacdo de novas espécies, sendo estas relatadas nos dltimos anos (CACCIO et
al, 2005). Existem hoje 20 espécies de Cryptosporidium descritas, como apresentado
na Tabela 02 (SMITH, NICHOLS, 2010).
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Tabela 02: Espécies conhecidas de Cryptosporidium e seu principal hospedeiro.

Espécie de Cryptosporidium

Principal hospedeiro

C. hominis humano

C. parvum gado, ruminante, humano
C. meleagridis peru, humano

C. canis cachorro

C. felis gato

C. suis porco

C. wrairi porcos da india

C. muris roedores

C. andersoni gado

C. bovis gado

C. ryanae gado

C. xiaoi ovelha

C. fayeri canguru vermelho

C. macropodum canguru cinza oriental
C. baileyi passaro

C. galli galinha

C. serpentis lagarto, cobra

C. varanii lagarto

C. molnari peixes

C. scophthalmi peixes

Fonte: SMITH, NICHOLS (2010)

Deste total, oito espécies de Cryptosporidium estdo associadas ao homem,
sendo elas: C. hominis, C. parvum (podendo ser genotipo de cervino e macaco), C.
meleagridis, C. felis, C. canis, C. suis e C. muris e C. andersoni (SMITH, NICHOLS,
2010; CHALMERS, DAVIES, 2010). Porém, C. hominis e C. parvum sao oS mais
comumente identificados em infecgdes humanas (CACCIO et al, 2005). Dentre as
espécies que infectam os humanos, a variacdo de tamanho do oocisto esta entre 3 e 7
um (FRANCO, 2007).
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Os oocistos de C. pavum como um complexo de espécies tém sido relatados em
pelo menos 152 espécies de mamiferos, incluindo o homem (FAYER et al, 2000). Os
oocistos de Cryptosporidium spp. podem ter variagées quanto a sua forma ou tamanho,
porém, com frequéncia suas caracteristicas sdo muito parecidas entre a maioria das
espécies, ndao sendo possivel a utilizacdo da morfometria do oocisto como um

determinante para diferenciacédo das espécies (SMITH, NICHOLS, 2010).

Durante o ciclo de vida de Cryptosporidium spp. existe apenas um hospedeiro, e
a presenca de fases assexuada e sexuada. Em cada oocisto ha a presenca de 4
esporozoitos que sao liberados na luz intestinal apos a ingestdo do oocisto pelo
hospedeiro. O Cryptosporidium spp. tem uma alta infectividade, ao se considerar a
rapidez com que os esporozoitos infectam os enterdcitos (célula hospedeira) apesar da
baixa dose infectante. Durante a fase assexuada, eles se multiplicam no interior da
célula infectada, invadem outras células, seguindo-se apés, a fase sexuada onde ocorre
a formacao do zigoto. Algo caracteristico e interessante deste protozoario é a formagéao
de 2 tipos de oocisto: de parede grossa (80,0 %), eliminados ja infectantes para o meio
ambiente via fezes do hospedeiro infectado; e de parede fina (20,0 %), responsavel
pela auto-infecgao do hospedeiro causando a permanéncia da infecgao dificultando o
tratamento (CAREY et al, 2004; SMITH et al, 2010) e que jamais sao eliminados nas

fezes dos portadores de infecgao por este protozoario.

A parede do oocisto possui ligagdes ricas em bissulfeto, que oferecem uma
barreira protetora para a infectividade do esporozoito. A parede do oocisto de
Cryptosporidium spp. consiste de camadas distintas: interior e exterior. A camada
exterior é formada de acido glicoprotéico e a camada interna de filamentos, que é
composta por glicoproteinas. Tem sido postulado que a rigidez e elasticidade dessa
parede é uma consequéncia dos glicolipidios e lipoproteinas centrais da camada, e da
grossa camada interna de filamentos, que é composta por glicoproteinas (CAREY et al,
2004).

Outra caracteristica do oocisto de Cryptosporidium spp. € a presenga de uma

sutura disposta longitudinalmente que possui uma zona de enfraquecimento da parede
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(fenda) que é aberta durante a excistacdo, permitindo assim a liberacdo dos
esporozoitos (TUFENKJI et al, 2006).

A criptosporidiose € normalmente limitada pela imunidade apresentada pelo
hospedeiro (MONIS, THOMPSON, 2003) sendo que seus sintomas e a intensidade da
infeccdo sdo dependentes ainda da condi¢cdo nutricional do hospedeiro e de fatores
relacionados a cepa do protozoario. Em pacientes com imunocomprometimento severo,
a infeccédo pode levar a morte (CHALMERS, DAVIES, 2010). Repetidos episodios de
diarréia causados por Cryptosporidium spp. nos primeiros anos de vida, podem afetar o
desenvolvimento cognitivo e o0 crescimento da crianga. Nao existem farmacos
especificos para a doenga, porém, apesar de ndo apresentar resultados homogéneos
nem promover a cura parasitologica, a nitazoxanida € um farmaco que foi liberado para
uso pediatrico (FRANCO, 2007).

Pela baixa imunidade apresentada pelos portadores do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), pessoas transplantadas, idosos, diabéticos, desnutridos e pessoas que
fazem hemodialise ou quimioterapia, e usuarios de corticosteréides, estes grupos estao
mais expostos ao risco de adquirir a criptosporidiose e de desenvolver um quadro de

diarréia severa e debilitante, que pode levar esses individuos a morte (FRANCO, 2007).

Estudo realizado por Searcy et al (2005) demonstra que caracteristicas fisicas de
oocistos podem ser modificadas, tal como seu tamanho e densidade, ao ocorrer sua
associacdo com particulas suspensas, afetando assim, seu transporte em sistemas

aquaticos.

Segundo Tufenkji et al (2006), o potencial zeta do oocisto de C. parvum torna-se
menos negativo com o aumento da forga ibnica da solugdo na qual ele esta contido.
Isso ocorre quando ha a diminui¢ao do pH, sugerindo que, o oocisto de C. parvum se
comporta como o modelo de coldéides em resposta as mudangas na quimica da

solucgao.
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O valor médio da velocidade de sedimentacdo de oocistos livres é de
0,76 um s, ocorrendo um aumento para 12,6 ym s quando misturada com caolinita.
Com estes resultados, os autores concluiram que os oocistos podem ndo permanecer
suspensos em condigcdes de baixa turbuléncia hidrodindmica, sendo assim podem

sedimentar, caso haja sua interacdo com material suspenso (SEARCY et al, 2005).

3.2 Surtos de criptosporidiose e giardiose no mundo

Muitas espécies de protozoarios causaram surtos de veiculagao hidrica, sendo
325 surtos relatados até 2007 em todo o mundo, relacionados com os seguintes
agentes etiolégicos: Entamoeba histolytica (2,8 %); Cyclospora cayetanensis (1,8 %);
Toxoplasma gondii e Cystoisospora belli (1,8 %); Blastocystis hominis (0,6 %);
Balantidium coli; Acanthamoeba e Naegleria fowleri (0,9 %). Dois géneros em especial
foram os principais associados as doencas de veiculagao hidrica por causarem mais de
90,0 % dos surtos reportados: Cryptosporidium spp. e Giardia spp. (KARANIS et al,
2007).

Verifica-se que a transmissédo de patdégenos por veiculagdo hidrica ndo ocorre
somente na agua potavel, mas também pela agua para recreagao, tais como piscinas
(FAYER et al, 2000; SMITH et al, 2006a).

O maior surto de criptosporidiose que se tem noticia ocorreu por veiculagcéo
hidrica em Milwaukee, Wisconsin (EUA) no periodo de 1° de margo a 28 de abril de
1993. Estima-se que 403.000 pessoas foram atingidas naquele evento, apresentando
sintomas de diarréia severa. Dados revelam que deste grupo, 44.000 pessoas
necessitaram de alguma atencdo médica e 4.400 pessoas foram hospitalizadas, sendo
registradas 100 mortes (CORSO et al, 2003).

Quanto a giardiose, ha relato de surto em um clube da regido do suburbio de

Boston, Massachusetts (EUA) no periodo compreendido entre junho e dezembro de
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2003, onde 149 pessoas foram contaminadas, sendo 65,0 % dos casos confirmados
laboratorialmente. A contaminagao inicial aconteceu via agua de piscina infantil, sendo
depois propagada por contato interpessoal, confirmando a possibilidade de varias rotas
de transmissédo do protozoario (KATZ et al, 2006). Na Noruega durante o outono e
inverno de 2004 e 2005, aproximadamente 1500 pessoas foram diagnosticadas com
giardiose (ROBERTSON et al, 2006).

Na Inglaterra e no Pais de Gales, houve 89 relatos de surtos de doencas de
infecgcao intestinal, por veiculacédo hidrica, que afetaram 4.321 pessoas, no periodo de
12 de janeiro de 1992 a 31 de dezembro de 2003. Destes surtos, 27,0 % surgiram de
agua de abastecimento publico, 28,0 % foram originados em aguas de abastecimento
privado, 39,0 % em piscinas e apenas 6,0 % tiveram outras origens tais como contato
interpessoal. O Cryptosporidium spp. foi implicado como agente etiolégico em 69,0 %
dos casos e Giardia spp. em 2,0 % (SMITH et al, 2006a).

Em estudo conduzido na Holanda, as espécies de Cryptosporidium que
infectaram seres humanos foram em 70 % dos casos por C. hominis e 19 % C. parvum,
enquanto que a contaminagdo do gado se deu 100 % pelo C. parvum. Apesar da
maioria dos casos serem causados por C. hominis, portanto, sendo sua transmissao
antroponatica, Wielinga et al (2008) acreditam que nesta regido o gado possa atuar
como um reservatorio de C. parvum de importancia em relagéo as infecgdes causadas

por essa especie.

Em uma bacia de irrigacdo na Australia Ocidental, analisaram-se 445 amostras
fecais de animais, sendo que 8,7 % foram positivas para Giardia spp. e destas 30,7 %
(12/39) foram identificadas como G. duodenalis (Assembléia A). Outros 6,79 % foram
positivas para Cryptosporidium spp., sendo que 13 % (4/30) possuem potencial de
transmissao zoondtica, dentre eles C. parvum (McCARTHY et al, 2008).
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3.3 A ocorréncia de Cryptosporidium spp e Giardia spp. em amostras

ambientais

Cryptosporidium spp e Giardia spp. sao relatados em todas as regides do
Planeta, em uma grande variedade de ambientes tais como: aguas tratadas,
recreacionais, mineral, alimentos, esgoto doméstico (tratado ou in natura), lagos,

oceanos, dentre outros.

Em uma area de uso de aguas recreacionais nos EUA foram encontrados
concentragdes de 0 a 33 cistos de G. lamblia L e 2 a 42 oocistos de C. parvum L' em
27 amostras coletadas durante os finais de semana. Ja durante a semana as
concentracdes foram menores, indicando que o aumento no numero de banhistas esta

diretamente relacionado ao aumento do risco de infeccdo (SUNDERLAND et al, 2007).

Oocistos de Cryptosporidium ssp. foram encontrados em duas amostras de agua
mineral engarrafada e comercializada na cidade de Campinas-SP, em concentragao
variando de 0,2 a 0,5 oocistos L™ (FRANCO et al, 2002).

Dentre as rotas possiveis de contaminacgao, a de alimentos com oocistos e cistos
tem sido considerada um importante fator nas possibilidades de surgimento de novos
surtos; principalmente no caso de alimentos tais como frutas, vegetais, verduras e
mariscos que sao frequentemente consumidos crus, sem nenhum ou pouco
processamento térmico. A identificacdo de alimentos como veiculo de infeccdo é raro,
provavelmente por causa da distribuicdo e da variagdo na origem dos ingredientes. A
contaminagdo dos alimentos por oocistos e cistos pode ocorrer por: uso de agua
contaminada na irrigagao; lavagem com agua contaminada de saladas e vegetais e/ou
outros que sao consumidos cru; higiene pessoal inadequada por parte dos
manipuladores de alimentos e, uso de agua contaminada na fabrica¢ao de gelo (SMITH
et al, 2006b).
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Oocistos de Cryptosporidium spp. foram detectados na Noruega, no Peru e na
Costa Rica, em vegetais como folhas de alface e, foram observadas amostras positivas
variando entre 1,2 e 14,5 % de (SUNNOTEL et al, 2006).

Os moluscos bivalves sao fonte de contaminagao alimentar, pois, filtram grandes
volumes de agua em busca de nutrientes e, cistos de Giardia spp. estao dentro da
variagdo de tamanho das particulas retidas por eles, junto com bactérias e virus. Em um
estudo conduzido na Galicia, considerada a segunda maior produtora de mexilhées do
mundo, foi analisada um total de 184 amostras do molusco (Mytilus galloprovincialis),
sendo positivas para 41,8 % deles (GOMEZ-COUSO et al, 2005).

Amostras de solo da Italia coletadas em profundidade variando entre 0 e 10 cm
também foram analisadas, porém, das 16 amostras de solos irrigados com a agua
tratada oriunda de ETA, em nenhuma delas foi detectada a presenga de oocistos ou
cistos. Em 16 amostras irrigadas com agua de pogo, em uma amostra foi observada
uma concentragao de 53,5 cistos de Giardia spp. e 82 oocistos de Cryptosporidium spp.
em 10 g de amostra, indicando, portanto, contaminagdo da agua subterrédnea
(LONIGRO et al, 2006).

Estes protozoarios também foram relatados em aguas costeiras, contaminando
uma variedade de peixes e de mamiferos marinhos em locais como Havai, Panama,
Porto Rico e Australia. Sugere-se que essa contaminagao ocorreu devido a disposi¢cao
incorreta de esgoto e a lixiviagdo de solos com protozoarios encistados (FAYER et al,
2004).

Na Espanha, foram analisadas sete amostras de agua de quatro rios que
desaguam em um estuario na Galicia, para a detecgao de cistos de Giardia spp. As
amostras foram positivas para 85,7 % delas, com concentragdo de 1 a 29,3 cistos L
(GOMEZ-COUSO et al, 2005).
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No lago Pamvotis loannina, Grécia, foram analisadas 27 amostras de agua,
sendo 15 positivas para oocistos de Cryptosporidium spp. e/ou cistos de Giardia spp,
com concentragdes variando de 0,2 a 357,1 e 0,4 a 71,4 100 L™, respectivamente. Em
rios da mesma regido, apenas 2 amostras (2/33) foram positivas para oocistos de
Cryptosporidium spp. com concentracdo maxima de 0,4 100 L™ e cistos Giardia spp néo
foram detectados (KARANIS et al, 2002).

Amostras de agua bruta de Dublin, Irlanda, foram coletadas e analisadas;
aproximadamente 40,0 % se mostraram positivas para Cryptosporidium spp., tendo
uma concentragdo maxima de 6 oocistos L™ (SKERRETT, HOLLAND, 2000).

Na Russia, das amostras coletadas no rio Temernik, duas delas foram positivas
para ambos os protozoarios, com concentragdes de 249 e 70 cistos de Giardia spp. e
67 e 19 oocistos de Cryptosporidium spp. em 2 L de amostras; no rio Mertvii Donets
encontraram-se 357 cistos de Giardia spp. e 113 oocistos de Cryptosporidium spp. em 2
L de amostras. A contaminacido do rio Temernik pode ser explicada por sua
proximidade com um jardim zooldgico, uma vez que o esgoto do zoologico € despejado
no referido corpo aquatico. Ja a contaminagdo do Mertvii Donets, seria devido as
populacdes com mas condicbes sanitarias que se encontram ao redor deste rio.
Também foi relatado um grande numero de cistos de Giardia spp. detectado em aguas
superficiais da regido de Moscou, verificando-se um aumento da concentragao deste
parasita durante o outono-inverno. Desta forma, neste estudo € mostrado um risco
potencial para a saude publica com relagéo a infecgdo gerada por este parasita nestas
regides da Russia e em outras onde também ha a deteccéo do protozoario (KARANIS
et al, 2006).

Na regido de Alava, norte da Espanha, verificou-se que a ocorréncia de oocistos
de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. em amostras de agua dos rios era
constante, sendo que de 52 amostras analisadas, 63,5 % e 92,3 % foram positivias
para oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp., respectivamente
(CARMENA et al, 2007).
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Segundo trabalho de Lobo et al (2009) em Portugal, mais de 55 % das 67
amostras de agua tratada de Estacdes de Tratamento de Agua foram positivas para
oocistos de Cryptosporidium spp. €, 37 % delas, positivas para cistos de Giardia spp.
Apesar da potencial rota de transmissao desta infecgdo por agua potavel, os autores
nao encontraram relatos de surtos por veiculacdo hidrica causados por estes

protozoarios no pais.

No Brasil, segundo Franco (2007), os dados disponiveis sobre a presenga de
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. nos mananciais brasileiros e em amostras diversas
como de esgotos tratados e fontes naturais, provém, em sua maioria de pesquisas

cientificas.

Em pesquisa realizada por Franco et al (2001), detectou-se em todas as
amostras coletadas no rio Atibaia, na cidade de Campinas-SP, a presenga de cistos e
oocistos de Giardia spp. e Cryptosporidium spp., respectivamente, na concentragao de

57,5 cistos e 54,1 oocistos por 0,5 litro de agua.

Um estudo foi realizado para detectar a presenga de Cryptosporidium spp. em
esgoto bruto e agua do riacho Pirajussara. Todas as 24 amostras analisadas foram
positivas para oocistos de Cryptosporidium spp., possuindo uma concentragdo que
variava de 80 a 912 oocistos L' nas amostras de esgoto bruto e 75 a 760 oocistos L™

nas amostras de agua do riacho (FARIAS et al, 2002).

Em monitoramento por 12 meses de 2 mananciais de abastecimento de agua na
cidade de Vigosa-MG, Heller et al (2004) encontraram concentracbes de cistos de
Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. de 4 a 7 cistos L™ e 6 a 20 oocistos
L™, com picos de até 140 cistos L™ e 510 oocistos L™, respectivamente.

De maneira geral, estes relatos de contaminag¢des de rios, lagos, aguas costeiras
e alimentos, com os protozoarios patogénicos Cryptosporidium spp. e Giardia spp.,

sugerem que uma disposi¢cdo adequada de residuos humanos e de outros animais é
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essencial para a seguranga da agua potavel e dos recursos hidricos (FAYER et al,
2000; CASTRO-HERMIDA et al, 2008).

3.4 Seguranga da agua potavel: o tratamento de agua e a remogao de

protozoarios

Como se pode verificar a circulacdo e a permanéncia destes protozoarios no
ambiente por meio de suas formas infectantes sao altas. Sob o ponto de vista do risco a
saude publica, a contaminagdo dos mananciais destinados a coleta de agua para
tratamento e distribuicdo € uma rota de grande importancia. Portanto, ha necessidade
de um tratamento apropriado de efluentes juntamente com um efetivo processo de
tratamento de agua que assegure um reduzido risco de contaminagédo e veiculagao
destes protozoarios (KARANIS et al, 2002).

Mesmo sem haver registro de surtos de Cryptosporidium spp. ou Giardia spp. por
veiculacdo hidrica no Brasil até o0 momento, os resultados das pesquisas revelam a
possibilidade da ocorréncia de eventos dessa natureza (ZINI et al, 2004; MOURA et al,
2006). Isso se deve pela frequente contaminagdo dos mananciais por estes patégenos,
principalmente em fungcdo do grande volume de aguas residuarias que sao
constantemente dispostas in natura, ou mesmo depois de tratadas, pois se sabe que os
diversos tipos de tratamentos ndo sao totalmente eficientes para eliminagdo destes
patégenos (CANTUSIO NETO et al, 2006), n&o evitam completamente as
contaminagdes ambientais, nem a possibilidade de surtos (CHENG et al, 2009).
Também pode ocorrer a lixiviagdo em pastagens, carreando fezes de animais
contaminados até os mananciais (CASTRO-HERMIDA et al, 2009).

Em paises tropicais, Dillingham et al (2002), apontaram que nas estagbes do ano
em que ocorre um maior aquecimento e, consequentemente, chuvas, verificam-se
maiores contaminagdes por oocistos nas aguas superficiais utilizadas para tratamento e
distribuigcao.
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Por ser muito resistente aos processos convencionais de desinfecgdo quimica, a
remocao de oocistos e cistos no sistema de tratamento de agua pelo processo de
filtracdo tem ganhado bastante importancia, como uma barreira de prote¢do em relagéao
a essas formas infectantes (BELLAMY et al, 1993; EMELKO, 2003).

Estudos demonstram que a remogao de oocistos e cistos de protozoarios é
fortemente influenciada pela efetividade da coagulagdo na etapa de pré-tratamento da
agua, que junto com a clarificacdo constitui a primeira barreira contra tais
microrganismos. A coagulacdo permite uma efetiva remocgao fisica de oocistos de
Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp., feita nos filtros convencionais
(BETANCOURT, ROSE, 2004).

Segundo Karanis et al (2006) a ocorréncia de cistos de Giardia spp. e oocistos
de Cryptosporidium spp. em filtros de agua de abastecimento reforcam a necessidade
de se obter: (a) condigdes quimicas adequadas no pré-tratamento, (b) bom projeto,
instalagdo, manutencéo e operagao das estagdes de tratamento, e (c) aperfeicoamento

das tecnologias de tratamento de agua.

Hu (2002) encontrou cistos de Giardia spp. com concentragao de 0 a 38,7
cistos/100 L e oocistos de Cryptosporidium spp. de 1,7 a 50,5 oocistos/100 L (médias
de 9,6 cistos/100 L e 19,4 oocistos/100 L) na entrada dos filtros. Apds a passagem por
filtros rapidos a concentragao foi de 0 a 2,3 cistos/100 L e 0 a 2,5 oocistos/100 L. A
remogao de material suspenso e de oocistos pelo filtro rapido foi significante, sendo na
faixa de 56,0 a 97,0 % e 69,0 a 100,0 %, respectivamente.

A filtracdo lenta € um dos processos mais antigos de tratamento de agua
utilizados para garantir a seguranga microbiolégica da agua, possibilitando uma
reducdo de 4 a 6 ordens de magnitude de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidum spp. (HIJNEN et al, 2007).
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Heller et al (2006) realizaram estudos utilizando unidades piloto de filtragéo lenta
ascendente e descendente. Foi utilizada agua filtrada, chamada de “agua sintética”,
onde foram adicionadas aliquotas de esgoto que continham cistos de Giardia spp. e
oocistos de Cryptosporidium. Pelos resultados foi observada uma elevada remocgéao de
oocistos de Cryptosporidium spp. (99,988 % - 99,998 %) e retengéo integral dos cistos

de Giardia spp., independentemente do sentido no fluxo dos filtros lentos.

Em uma Estacéo de Tratamento de Agua (ETA) convencional da Espanha, com
ciclo completo (coagulacédo, floculagdo, sedimentacdo, filtracdo e processo de
desinfecgéo), a remogao dos protozoarios foi de 100 % nas 31 amostras analisadas
(CARMENA et al, 2007).

A remocgado de oocistos de C. parvum utilizando-se filtros de dupla e tripla
camada, nao apresentou resultados substancialmente diferentes entre si,
independentemente do estagio de operagdo dos filtros, e mesmo na ocorréncia de
falhas no processo de coagulagdo. Encontraram-se ainda, oocistos de C. parvum em
efluentes onde a turbidez estava abaixo de 0,3 UNT, reforcando assim que este
parametro ndo pode ser um indicador da remocéao deste protozoario pelo processo de
filtracdo (EMELKO, 2003).

A dificuldade na deteccédo destes protozoarios em amostras ambientais se da
devido a auséncia de evidéncias epidemiologicas, metodologias de amostragem e
analise adequadas (BRIANCESCO, BONADONNA, 2005). Além disso, ha o alto custo
da analise de detecgao destes protozoarios, e a exigéncia de pessoal qualificado. Outro
fator € o desconhecimento de um indicador seguro, possivel de ser utilizado para o
processo de monitoramento da qualidade da agua. Heller et al (2007) citam a
necessidade de mais estudos buscando encontrar substitutos na quantificagdo de
oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp., ja que parametros
comumente utilizados para o monitoramento de estagdes de tratamento de agua, tais

como, cor e turbidez sdo indicadores seguros no que diz respeito a qualidade do
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tratamento, porém, ndao podem ser admitidos como substitutos quantitativos seguros

quanto a remocao de Cryptosporidium spp. (EMELKO, 2003).

3.5 Técnicas de detecgao dos protozoarios em amostras de agua

A presenca destes protozoarios esta sendo verificada nos mais diversos ambientes
aquaticos onde os oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. sao
identificados por meio de coloragdo com reagdo de imunofluorescéncia direta (RID),
utilizando anticorpos conjugados com o corante fluorogénico FITC (que confere
fluorescéncia aos organismos) e, que se mostra 12 vezes mais eficiente que as técnicas
clinicas tradicionais. Esta etapa de coloracéo € realizada posteriormente a uma etapa de
concentragdo das amostras (CLANCY et al, 1999, XIAO et al, 2001) que pode ser
realizada por floculagdo com carbonato de calcio, filtragdo em membranas ou ainda,

capsulas de filtracao.

O protocolo de floculagdo com carbonato de calcio foi baseado em trabalho de
Vesey et al (1993). Esta técnica foi proposta para concentragéo de volumes de 10 L de
agua, sendo inicialmente adicionadas solugdes de cloreto de calcio e bicarbonato de
sédio, sendo a seguir, ajustado o pH para 10 com a adigédo de hidréxido de sddio. Apos
um periodo de repouso de no minimo 4 horas em temperatura ambiente, o precipitado &
dissolvido com acido sulfamico, e a suspensao obtida é centrifugada e analisada por
RID. Umas das dificuldades desta técnica é a grande quantidade de material
particulado no sedimento analisado, interferindo na RID e podendo resultar em falso-
positivos. O numero de organismos floculados também pode variar devido as
concentragdes dos reagentes e valor do pH (CANTUSIO NETO, 2008).

Uma metodologia validada internacionalmente é a da American Society for Testing
and Materials (ASTM), que propbés um método para detectar Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. em agua com baixa turbidez. Este protocolo é realizado com a

fitracdo da amostra em cartucho, purificagdo em gradiente de densidade com uma
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solucao saturada de sacarose, e visualizagcado, também, por RID. Uma vantagem deste
meétodo é a possibilidade de usar grandes volumes de amostra, de 100 a 1000 L; sendo
uma desvantagem o seu alto custo e o requerimento de muito tempo de analise
(QUINTERO-BETANCOURT et al, 2003).

Outra metodologia também validada foi proposta pela USEPA sendo conhecida
como Meétodo 1623. Esta metodologia € baseada na filtragcdo e eluicdo da amostra
através de capsula de filtragéo, centrifugacdo de oocistos e cistos seguidos de separagao
imunomagnética (IMS) e visualizagao utilizando-se RID (USEPA,1999). Uma adaptacgéao
feita neste protocolo substitui a filtracdo em capsula pela filtragdo em membranas, porém,
0 uso de membrana nao € adequado para amostras com alta turbidez ou rica em matéria
organica, além do alto custo do equipamento para a separagdo imunomagnética
(QUINTERO-BETANCOURT et al, 2003).

Existem outras metodologias para detec¢ado dos oocistos e cistos em amostras de
agua, tal como o protocolo de filtragdo em membrana modificado por Franco et al. (2001),
que consiste em fazer a filtragdo das amostras em membranas de ésteres mistos de
celulose, com 47 mm de didmetro e porosidade nominal de 3 um (marca Millipore®),
utilizando-se de um sistema de filtragdo com bomba de vacuo e porta filtro da marca
Milipore®. Os protozoarios sdo recuperados das membranas por meio de raspagem e
lavagem alternadas com solugéo de elui¢gao (Tween 80, 0,1 %). O liquido resultante deste
processo € transferido para tubos cbdnicos e concentrado por centrifugacédo, até a
obtencdo de um sedimento final com volume de 1 mL. Aliquotas de 5 uL s&o utilizadas

para a avaliagdo e enumeragao dos protozoarios, realizada por RID.

Esta técnica é de baixo custo, utiliza-se a filtracado de pequeno volume de amostra
(1 L) e tem se mostrado eficiente na recuperacéo de oocistos de Cryptosporidium spp. e
cistos de Giardia spp. em amostras ambientais (FRANCA, 2007; CANTUSIO NETO,

2008) Assim, esta metodologia foi escolhida para a realizagao deste trabalho.
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3.6 Processos de desinfecgdo de agua: os POA como alternativa

Como a inativagao dos protozoarios patogénicos Cryptosporidium spp. e Giardia
spp. pelos processos usuais de desinfecgao nao sao efetivas, outras opgdes vém sendo

estudadas para que isso ocorra (MORITA et al, 2002).

Dentre estas alternativas, o uso da ozonizacao e da irradiacao por luz ultravioleta
(UV), vém sendo estudados. O oz6nio possui como vantagem o poder oxidante que
causa dano a parede celular (CRAIK et al, 2000), porém, tem a desvantagem do
elevado custo em relagcdo a desinfecgao por cloracéo, e ainda ter como possibilidade a
geragao de subprodutos prejudiciais a saude humana, principalmente na presenca de
brometos. Na radiagdo por luz UV n&o ha geragcdo de subprodutos e sua acao,
geralmente, inviabiliza a multiplicagdo do microrganismo em fungdo de sua agao sobre
o acido nucléico (HIUNEN et al, 2006), porém, possui como desvantagem nao deixar
residual para possiveis contaminacdes que podem ocorrer na rede de distribuicao
(GOMEZ-LOPES et al, 2009).

Os Processos Oxidativos Avangados (POA) séo tecnologias que, embora fagam
uso de diferentes sistemas de reagdo, envolvem basicamente, a geragdo de radical
hidroxila (*OH) que séo altamente oxidantes (CORDEIRO et al, 2004; MATTOS et al,
2003).

O radical *OH, popular por degradar compostos quimicos recalcitrantes € um dos
mais efetivos oxidantes, sendo seu potencial de oxidagao superior a de outros agentes
quimicos (CHO, YOON, 2008). Na Tabela 03 sao apresentados alguns potenciais de

oxidagao de algumas espécies.
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Tabela 03: Potenciais redox de algumas espécies oxidantes

Espécies E° (v, 25 <C)
Flaor 3,03
Radical hidroxila 2,80
Oxigénio atdbmico 2,42
Ozbnio 2,07
Peréxido de hidrogénio 1,78
Permanganato 1,68
Dioxido de cloro 1,57
Acido hipocloroso 1,49
Cloro 1,36
Bromo 1,09
lodo 0,54

Fonte: DOMENECH et al (2001)

Segundo Hargreaves et al (2007), a produgéo de espécies reativas de oxigénio é
dependente do pH, sendo que a inativagcado por estas espécies € mais acentuada em

valores de pH mais elevados.

Dentre os varios processos para a obtencao destes radicais livres, existem os
processos homogéneos, onde o catalisador e o substrato formam uma unica fase; e os
sistemas heterogéneos, quando o substrato e o catalisador formam um sistema com
mais de uma fase; geralmente, sdo processos que possuem catalisadores na forma
soélida. Estes sistemas homogéneos e heterogéneos podem ser submetidos a irradiagéao

ou ndao. Uma apresentacgao sistematica dos processos pode ser vista na Tabela 04.
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Tabela 04: Sistemas de Processos Oxidativos Avangados (POA)

Com Irradiacao
Os/UV
H,0,/UV
Feixe de elétrons
US (ultra-som)
Sistemas H,0./Fe** (Foto-Fenton)
Homogéneos H.0,/US
UV/US
Sem Irradiacao
O3/H20,
O3/OH"
H,O./Fe?* (Fenton)
Com Irradiacao
TiO2/02/UV
TiO2/H20,/UV
Sem Irradiacao

Sistemas
Heterogéneos

Eletro-Fenton

Fonte: DOMENECH et al (2001)

Dentre estes processos destacam-se a utilizacdo de ozdnio em pH elevado
(O3/OH’); ozbnio com peroxido de hidrogénio (Os/H202) ou sob luz ultravioleta
(03/H,0,/UV); fotocatalise heterogénea (TiO/UV); o reagente de Fenton (Fe**/H,0./H*)
ou foto-Fenton (Fe*/H,0./H*/UV) (MATTOS et al, 2003).

Devido a alta reatividade do radical *OH, ele interage com uma grande variedade
de compostos orgéanicos e inorganicos. Normalmente tais processos néo produzem
subprodutos nocivos a saude do homem quando bem aplicados, dessa maneira, sao
considerados tecnologias limpas, fazendo com que o interesse pelos POA tenha
crescido enormemente (CORDEIRO et al, 2004).
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Entre as vantagens associadas com o0 uso dos processos oxidativos avangados,
Domeénech et al (2001) citam:

- N&do ha somente uma troca de fase do contaminante (como ocorre com o
tratamento com carvao ativado, por exemplo), mas sim uma transformagéo quimica;

- Geralmente, se alcanga a mineralizagdo completa (destruicdo) do
contaminante;

- Usualmente ndo geram lodo, evitando assim a necessidade de um processo de
tratamento e/ou disposicéao;

- E util para uso com contaminantes refratarios, que resistem a outros métodos
de tratamento, como o bioldgico;

- Tratam contaminantes em concentragbes muito baixas (na ordem de ppb, por
exemplo);

- E ideal para diminuir a concentragdo de subprodutos formados em processos
como a desinfecgao;

- Geralmente, melhoram a qualidade organoléptica da agua tratada.

- Em muitos casos, consomem menos energia que outros métodos (por exemplo,
a incineragao);

- Eliminam efeitos provocados por desinfetantes e oxidantes como o cloro sobre

a saude humana.

Os POA tém importante aplicagado nos processos de desinfecgao, onde sua agao
na destruicdo de bactérias ja foi bastante avaliada (RODRIGUES et al, 2007;
GUIMARAES et al, 2004).

Dentre os semicondutores utilizados em POA, na fotocatalise heterogénea, o
didoxido de titanio (TiO2) € o mais amplamente estudado devido principalmente a sua
nao toxicidade, foto e quimioestabilidade em uma ampla faixa de pH (NOGUEIRA,
JARDIM, 1998; ALROUSAN et al, 2009). Sua agao foi avaliada para destruicao de
bactérias, resultando na reducao de 99,97 % de E. coli apds exposi¢gao por 30 minutos
(RODRIGUES et al, 2007) e para Clostridium perfringens e colifagos, alcangando-se
inativacdes de aproximadamente 98,0 % para ambos (GUIMARAES et al, 2004). No
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trabalho de Yao et al (2007) esse tratamento mostrou-se uma eficiente alternativa ao
controle quimico de bactérias fitopatogénicas veiculadas por agua de irrigagao: as taxas
de inibicdo de crescimento destas foram de 99,0 % apds 60 minutos de irradiagdo com

luz UV e na presencga de TiOs.

A reducédo na formagdo de colbnias de Legionella pneumophila com esse
processo (TiO,/UV) também foi descrita por Cheng et al (2007) alcangando redugao de
2,77 a 4,18 log de redugédo, dependendo da cepa avaliada, com 1000 mg L' de TiO, e
dose de UV de 291,6 W s cm™. Para Cryptosporidium parvum foi requerido um CT
(concentragdo e tempo de contato) de 9,3 x 10° mg min L™, quando avaliado o radical
*OH para alcancgar-se 2 log de inativagdo deste protozoario. O processo de geragao do
radical *OH utilizado foi o foto-Fenton mediado por ferrioxalato (CHO, YOON, 2008).

Observou-se, a partir de cultura celular, a inativagéo de oocistos de C. parvum na
ordem de 1,3; 2,6 e 3,3 log, alcangadas com TiO, na presenga de UV, com doses de
2,7: 8,0 e 40 mJ cm™, respectivamente (RYU et al, 2008).

3.7 O peroxido de hidrogénio (H,O,) e sua agao

O efeito bactericida do peroxido de hidrogénio nos sistemas biolégicos é
conhecido ha muitos anos por sua eficacia, versatilidade e razoavel seguranga na
manipulagdo, obtida seguindo as normas basicas de seguranga no laboratorio.
Portanto, tem-se mostrado eficiente para inibicdo de crescimento e/ou inativagcao de
microrganismos patogénicos tais como bactérias e seus esporos, fungos, virus e
protozoarios, quando usadas em concentracédo e condigdes operacionais ideais (WEIR
et al, 2002; LABAS et al, 2008).

Usualmente considera-se que a inibigdo do crescimento microbiano néo é
resultado direto das propriedades oxidativas do perdxido de hidrogénio, mas a

consequéncia da atividade de outras espécies quimicas fortemente oxidantes que sao
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derivadas desta molécula, que sdo os radicais hidroxila (*OH). Estes radicais livres
causam o chamado estresse oxidativo, um fendbmeno particular que gera danos aos
componentes celulares dos microrganismos, podendo levar a consequéncias
irremediaveis. Entre os danos, ha a reducdo permeabilidade podendo afetar a
integridade da membrana celular e até mesmo gerar alteragcdes no DNA das células. A
acao que afeta a integridade da membrana celular ocorre pela reagao de peroxidagao
com os lipidios presentes na membrana, sendo que uma das consequéncias desta
reacdo € o aumento na rigidez desta, resultando na redugdo da permeabilidade ou,
outra mudanga que produz uma deterioragdo da organizagao interna da membrana
(LABAS et al, 2008).

Por ser um composto muito versatil e altamente oxidante, o perdxido de
hidrogénio, em condigbes especificas, mostra-se superior ao cloro, ao didxido de cloro e
ao permanganato de potassio na sua acao desinfetante quando combinado, por
exemplo, com luz ultravioleta e, por isso € bastante empregado no tratamento de agua,
esgoto e efluentes industriais em paises desenvolvidos, a pelo menos 20 a 25 anos
(MATTOS et al, 2003).

Em um estudo sobre desinfeccdo de agua com tratamento fotocatalitico
(TiO2/UV) realizado por Ireland et al (1993), a adicdo de H,O; neste processo aumentou

a eficiéncia do tratamento para inativagao de Escherichia coli.

Segundo J. Koivunen, Heinonen-Tanski (2005), para a concentragdo de 150 mg
L™ de H,O, foi obtida redugdo menor que 0,2 log de inativacdo para Enterococcus

faecalis e MS2 coliphage.

A avaliagao da agao do peroxido de hidrogénio na inativagao de protozoarios tem
sido pouco relatada. Poucos sao os trabalhos de avaliagdo de peroxido de hidrogénio
na inativacdo de Giardia spp. Hernandez et al (2009) relataram a avaliagcdo de um
produto comercial, a base de perdoxido de hidrogénio, porém, aplicado a trofozoita de
Giardia.
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Em relagdo ao Cryptosporidium spp. sao notados apenas alguns trabalhos na
literatura especializada, onde sao avaliados a eficacia de alguns produtos comerciais
contra C. parvum (QUILEZ et al, 2003; CASTRO-HERMIDA et al, 2006).

O desinfetante liquido de perdoxido de hidrogénio, numa concentragdo de
6 % por 20 min, reduziu a infectividade de oocistos de C. parvum em mais de 3 log
quando aplicado na desinfecg&o de instrumentos médicos de endoscopia (BARBEE et
al,‘1999).

Fazendo a exposicdo de oocistos de C. parvum ao oxidante peroxido de
hidrogénio, numa concentragéo de 6 % por 4 minutos, Weir et al (2002) conseguiram
reducédo de 1.000 vezes dos focos de infecgdo em cultivo celular quando comparados

com os obtidos sem a acio deste oxidante.

Na realizagao de estudos de inativagao de oocistos de C. parvum, desinfetantes
com H>O, a 1,25 %, obtidos comercialmente, foram eficazes para inativar 100 % dos
oocistos de C. parvum no ensaio de infectividade, sendo necessario tempo de contato
de 120 minutos (QUILEZ et al, 2005).

Em um ensaio de infectividade com oocistos de C. parvum apenas 10,7 % (3/28)
dos animais foram infectados, porém, com uma intensidade de infeccdo menor do que a
obtida nos animais usados como controle. O agente principal foi o perdxido de
hidrogénio presente num produto comercial na concentragdo de 3 % (CASTRO-
HERMIDA et al, 2006).

3.8 Alluz UV e sua acao

O efeito biocida da irradiagao por luz ultravioleta (UV) tem sido aplicado em
processos de desinfeccdo (BELOSEVIC et al, 2001). Esta ja tem sido utilizada ha

muitos anos, em processos de desinfeccdo de &agua utilizada em industrias
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farmacéuticas, para fins médicos e na preparacao de alimentos. Também ja esta sendo
empregada rotineiramente para desinfecgcdo em tratamento de agua e em tratamento
secundario e terciario de esgoto em algumas partes da Europa (ROCHELLE et al,
2005). Na América do Norte, o uso tem como objetivo a redugédo de bactérias coliformes
termotolerantes em efluentes (BELOSEVIC et al, 2001).

Embora as lampadas de baixa pressdo (LP) sejam geralmente utilizadas em
sistemas pequenos de desinfecgdo, as lampadas de média pressao (MP) estdo sendo
empregadas em grandes estacbes de tratamento tanto de agua quanto de esgoto
(CHEN et al, 2009). As lampadas MP sao policromaticas, emitindo radiagdo numa faixa
de comprimento de onda (180 — 1370 nm), enquanto que as ldémpadas LP sé&o

monocromaticas, emitindo no comprimento de onda de 253,7 nm. (USEPA, 1999).

A lampada UV pode ter uma reducdo da sua eficiéncia em decorréncia do
periodo de uso (CORDEIRO et al, 2004) e tal redugédo na eficiéncia pode afetar os
resultados obtidos nos experimentos de desinfec¢cdo. Portanto, deve-se realizar o

monitoramento da poténcia de emissdo da lampada regularmente.

Além do tempo de uso da lampada, outros fatores também s&o citados por
poderem influenciar a eficiéncia da desinfecgao por irradiagdo com luz UV. A presenca
de ferro, sulfeto, nitrito e fenol, no liquido a ser desinfetado absorvem a radiagdo no
mesmo comprimento de onda que € geralmente utilizado para a desinfec¢ao (254 nm),
podendo assim diminuir a acdo desinfetante do processo. A presenga de matéria
organica também pode reduzir a cinética de inativagdo, uma vez que esta pode
“‘competir” com as bactérias pela absor¢ao da radiagao incidente (IRELAND et al, 1993).
Caron et al (2007) acreditam que a presenga de particulas pode prejudicar a agdo da
luz UV, pois estas podem funcionar como abrigo para os microrganismos, sendo

necessaria uma dose maior de UV para a inativagao.

Porém, nem todo material particulado influencia de forma negativa nos

resultados de inativagdo com luz UV. Sao 3 fatores sobre a natureza do particulado que
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pode leva-lo ou nao a prejudicar a desinfecgdo com UV: tamanho e concentracdo das
particulas; natureza da particula e o grau de associagdo com microrganismos alvo
(CARON et al, 2007).

Sabe-se que a luz UV é absorvida por muitos compostos intracelulares, porém é
a absorcao pelas moléculas do acido desoxirribonucléico (DNA) ou ribonucléico (RNA)
que resulta no maior dano (BELOSEVIC et al, 2001). Com a exposigao a luz UV, ocorre
a dimerizagao das bases nitrogenadas da pirimidina e a replicagédo do DNA inibida ou
alterada, causando morte ou mutacao celular. (CORDEIRO et al, 2004). Sendo assim,
o comprimento de onda considerado mais biocida é de 254 nm, pois € o mais absorvido
pelo DNA, porém, segundo Chen et al (2009) como a composigdo do DNA varia de um

organismo para outro, o comprimento de onda também pode variar.

Segundo Belosevic et al (2001), existem dados na literatura que confirmam a
inativacdo de bactérias coliformes termotolerantes por irradiacédo UV, porém, bactérias
formadoras de esporos sao mais resistentes a esse efeito, necessitando de doses de
UV 9 vezes maiores para alcangar-se a mesma ordem de magnitude de inativagao dos

referidos microrganismos.

Quanto a redugao de infectividade de C. parvum observou-se 3 log de reducao
na infectividade apos dose de radiacdo UV de 25 mJ cm™, tanto com |ampada de baixa
quanto de média pressado (CRAIK et al, 2001). Em pesquisa realizada por Morita et al.
(2002) com a utilizagao de radiagédo UV para reducao de infectividade de oocistos de C.
parvum, foi possivel alcangar a inativagao de 4 log com doses de 1,92 mJ cm? de UV,
bem menores do que a recomendada pelo Servigo de Saude Publica dos EUA para
reducéo de 2 log de bactérias coliformes, 16 mJ cm? (MORITA et al, 2002).

Em relacao a efluentes, o problema na utilizacdo deste processo de desinfeccao
por UV, é que apds o tratamento pode ocorrer uma reativagado celular, tanto na
auséncia de luz (dark repair) que tem sido relatado para quase todas as bactérias,

quanto a foto-reativagao (photo-reactivation) em exposigao prolongada a luz (HIUNEN et

Dissertacdo de Mestrado — Regiane Aparecida Guadagnini Fagnani — FEC/UNICAMP (2010)



Capitulo 3: Revisdo da Literatura 42

al, 2006). Tais efeitos podem ser devido ao prolongado tempo de detencao dentro de
tubulacbes, seguida pela disposicdo em aguas superficiais. Sendo assim, torna-se
imprescindivel a seguranga quanto a dose de radiagado UV utilizada de forma a garantir

a auséncia de qualquer um dos processos de reativagdo (CORDEIRO et al, 2004).

Um estudo realizado pelo método de analise de infectividade animal conduzido
por Belosevic et al (2001), indicou que cistos de G. muris e oocistos de C. parvum nao
recuperaram a infectividade apds a exposicao a lampada de média pressdo em doses
iguais ou superiores a 60 mJ cm? de UV Estes resultados sugerem que a inativagao
permanente por irradiagdo UV pode ser alcangada utilizando-se doses apropriadas ao
organismo alvo. Também nesse trabalho é sugerido que oocistos de C. parvum sao
mais suscetiveis a inativagcao por UV média pressdo quando comparado com cistos de

G. muris.

A inativacao de oocistos Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. por
irradiagéo de luz UV vem sendo descrita na literatura. Morita et al (2002) e Rochelle et
al (2005) discutiram acerca da real capacidade de reparo do DNA do protozoario e seu
nivel de infectividade apos a radiagao por luz UV. Rochele et al (2005) ainda apontam
que existem evidéncias de que o Cryptosporidium spp. € incapaz de reativar e
recuperar sua infectividade apds a irradiacdo com UV, pois embora o DNA possa ser
reparado, proteinas essenciais para a infectividade também podem sofrer danos
irreparaveis causados pela irradiagao UV. Kruithof et al (2007) relataram reativagao dos
protozodrios com exposi¢do de até 25 mJ cm™, porém, com doses superiores a 45 mJ
cm™? nao foram observadas reativacdo. Ja Zia et al (2008) concluiram que ndo havia

evidéncias do processo de reparo em oocistos de C. parvum em doses até 5 mJ cm™.

Sendo assim, o mecanismo de recuperagdo de infectividade de alguns
microrganismos, tais quais os protozoarios € um desafio para a validacédo e
confiabilidade dos verdadeiros efeitos germicidas obtidos com a radiagcdo UV
(BELOSEVIC et al, 2001).
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Em um estudo realizado por McGuigan et al (2006) oocistos de C. parvum foram
expostos a um sistema de desinfecgéo solar por batelada utilizando-se um simulador de
irradiagdo solar global de 830 W m? e temperatura constante de
40 °C. Apo6s 10h de exposicao, 10,0 % dos oocistos ainda demonstravam excistacéo,
porém, nenhum foi capaz de causar a infeccdo em ratos. Nas mesmas condicoes
experimentais, cistos de G. muris foram incapazes de causar infecgdo apés 4 h de
exposi¢ao. Os autores consideram provavel que, nas mesmas condi¢cdes experimentais
se obtenham os mesmos resultados para cistos de G. lamblia. Utilizando-se da
microscopia eletrénica de varredura (MEV), foi observada uma deterioragéo da parede
do oocisto de C. parvum apés a exposigdao por 10 h. Isto foi sugerido como uma
consequéncia da formagdo de moléculas reativas de oxigénio, uma vez que esta
exposi¢cao nas mesmas condi¢des, porém, na auséncia do simulador, ocorreu menor

deterioracido na parede dos oocistos.

Utilizando-se ensaios de infectividade animal, Hayes et al (2003) alcangaram
inativacdo de 4,4 log de cistos de G. muris com dose de 2,3 mJ cm™ de UV. Shin et al
(2009) alcangaram mais de 3 log de inativagcdo de cistos G. lamblia apds exposigéao a

UV com dose de 1 mJ cm™ em avaliagdes que incluiram ensaio de infectividade animal.

Numa grande parte dos trabalhos ja publicados, a avaliagado da eficiéncia de UV
na inativacdo de protozoarios foi realizada utilizando métodos inadequados, portanto,
os resultados devem ser analisados com cautela. Muitos dos meétodos, como os
corantes vitais e 0 método de excistagcao in vitro super ou subestimam a eficiéncia de
processo de inativacdo. Além disso, na literatura sdo encontradas doses a partir de 1
mJ/cm? até 40.000 mJ/cm? como sendo eficientes em inativar protozoarios (CLANCY et
al, 2000, SHIN et al, 2009).

Verifica-se, pelos resultados obtidos nos trabalhos mais recentes, que a
reativacdo de oocistos de Cryptosporidium spp. (ZIA et al, 2008) e cistos de Giardia
spp- (SHIN et al, 2009) ndo tem sido comprovada ao se utilizar a metodologia de

infectividade animal.
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3.9 A peroxidagao assistida por luz UV

A utilizagado da peroxidagao assistida por luz UV (UV/H,0,) é um POA onde ha
uma sinergia entre os dois processos; o da irradiagdo UV e a peroxidagao, ou seja, ha
um aumento da eficiéncia dos dois processos quando sado utilizados em conjunto,

comparados aos mesmos, aplicados individualmente.

Uma molécula de H;O, produz teoricamente, dois radicais hidroxila quando
submetida a uma fonte de energia suficiente para romper a ligagdo entre os dois
atomos de oxigénio (DOMENECH et al, 2001):

H,O5 + hv — 2 «OH

Segundo a literatura, um aumento da eficiéncia no processo de geracdo de
radicais hidroxilas por fotdlise do H,O, ocorre em meio mais basico (LEGRINI, et al
1993; DOMENECH et al, 2001).

O uso dessa opgao de POA oferece grandes vantagens: o oxidante é
comercialmente acessivel, € termicamente estavel e pode ser armazenado em seu local
de uso (com os cuidados necessarios) (DOMENECH et al, 2001).

Uma desvantagem é que quando em excesso, o peroxido de hidrogénio pode
produzir outros tipos de reagdes e, sendo estas competitivas, podem produzir um efeito

que reduziria a eficiéncia de degradagao. As reag¢des podem ser as seguintes:

“OH + H0; — *O;H + H,0
*OzH + Hy0, — *OH + H,0 + O,
2 «OH — H,0; + O;

“O:H + *OH — H0 + O,
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Portanto, as reagcbes que consomem *OH diminuem a probabilidade de ocorrer a
oxidagao de interesse. Sendo assim, deve-se determinar a quantidade étima de H,0,

para se evitar o excesso do oxidante, o que pode retardar ou prejudicar a degradagao.

Segundo Mamane et al (2007), a aplicagdo de radiagdao por luz UV em
combinagdo com o peroxido de hidrogénio proporciona um aumento da degradagao
oxidativa de poluentes, sendo que a maior eficiéncia na geragao de radicais hidroxilas é

obtida em comprimento de onda curto (200 - 280 nm).

A utilizacado do processo UV/H,0; ja tem sido bastante avaliada na degradacao
de poluentes e farmacos como MTBE (HU et al, 2008); disruptores endécrinos (EDC)
(LINDEN et al, 2007); acido dicloroacético (ZALAZAR et al, 2007); ibuprofeno (YUAN et
al, 2009) além da inativacdo de microrganismos, tais como; E. coli, esporos de B.
subtilis, e virus MS2 (MAMANE et al, 2007; ALROUSAN et al, 2009).

Assim, pelos extensos estudos para aplicagdo dos processos oxidativos
avancgados, aliada a necessidade de novos métodos que inativem os protozoarios
patogénicos Giardia spp. e Cryptosporidium spp., propds-se um estudo de avaliagéo de

dano nestes protozoarios pela peroxidagao assistida pela luz ultravioleta.
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4. MATERIAL E METODOS

Para avaliacdo do dano morfolégico na parede de cistos de G. duodenalis e
oocistos de Cryptosporidium spp. e, assim inferir a eficiéncia dos processos, foram
realizados 6 ensaios de peroxidagdo e 6 ensaios de peroxidagao assistida por luz
ultravioleta com duas concentragbes de perdxido de hidrogénio e dose de UV

diferentes, totalizando 24 ensaios (Tabela 05).

Tabela 05: Numero de ensaios e condicbes experimentais dos processos

avaliados.
Numero de ensaios Condicoes experimentais
de peroxidacao

3 6 g de H,O, e 60 min tempo de contato
3 6 g de H,O2 e 30 min tempo de contato
6 15 mg de H,O; e 5,5 s tempo de contato

Numero de ensaios Condicoes experimentais

de POA

3 6 g H,O, e dose UV 5.472 mW s cm™
3 6 g H,O, e dose UV 2.736 mW s cm™
6 15 mg H,0; e 44 mW s cm™

Todos os experimentos de avaliagdo dos processos de desinfecgdo propostos
foram realizados no Laboratério de Processos Oxidativos Avancados do Departamento
de Saneamento e Ambiente da Faculdade de Engenharia Civil, Arquitetura e Urbanismo
da UNICAMP. As etapas de visualizacdo por RID foram realizadas no Laboratério de
Protozoologia (Microscopia de Fluorescéncia) do Departamento de Biologia Animal do
Instituto de Biologia da UNICAMP e, a etapa de visualizagdo por Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV) foi realizada no Laboratério de Microscopia Eletrénica do mesmo

instituto.
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4 1 Sistema de tratamento

O reator fotoquimico consiste de um sistema de bancada, composto por um
cilindro de vidro de borossilicato de 3,6 cm de didmetro interno e 42,0 cm de
comprimento, com uma lampada germicida (15 W, Amax = 254 nm e 2,1 cm de didmetro
interno) inserida no centro (Figura 01). O volume interno de trabalho do reator de 190 +
0,05 mL.

O sistema integral que foi utilizado no presente estudo inclui um reservatério com
capacidade total de 1 litro, para disposicdo das amostras, e uma bomba peristaltica
para movimentagao da suspensao contendo os microrganismos no reservatorio (Figura
02). Durante todo o tempo de detencgao hidraulica (TDH) a suspensao esteve sobre um
agitador magnético para garantir uma homogeneizagédo dos microrganismos e, portanto,
sua dispersao na “agua sintética”. O sistema utilizado foi baseado em trabalho de

Guimaraes, Barreto (2003), com as devidas adaptacoes.

T
Rolha de borracha | — Saida
Suspensio
Lampada
Vidro
Entrada _
Suspensio —%

Figura 01: Esquema do reator fotoquimico.
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Figura 02: Sistema do reator fotoquimico utilizado nos experimentos, sendo (1) reator fotoquimico, (2)

bomba peristaltica, (3) reservatério, (4) agitador magnético e (5) recipiente de coleta apos processo.

4.2 Preparo da “agua sintética”

Como objetivo de padronizagdo, em todos os ensaios foi utilizada uma solugao
salina aqui chamada de “agua sintética”, correspondendo a uma solugdo aquosa com
as caracteristicas quimicas e fisicas estabelecidas segundo o Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater, 202 edigdo (APHA, 1998) conforme composigdo

e caracteristicas presentes nas Tabelas 06 e 07, respectivamente.
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Tabela 06: Composi¢cao da agua sintética
Reagentes Concentragdo (mg L")

NaHCO; 12,0
CaSO. 6,0
MgSOy, 7,5
KCl 0,5

Tabela 07: Especificagdes quimicas da agua sintética

Parametro Padrao recomendado, a 25 °C
Dureza equivalente mg L' CaCO; 10,0a 13,0
Alcalinidade total mg L™ CaCOs 10,0 a 14,0
pH 6,4a6,8

O volume de um litro da agua sintética foi preparado pouco antes da realizagao
de cada ensaio; apenas as solugdes contendo os sais foram armazenadas sob
refrigeragdo (4° C). O controle de dureza, alcalinidade e pH foram realizados

periodicamente a cada 12 ensaios.

4.3 Preparo do inéculo contendo oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos

de Giardia duodenalis.

Os oocistos de Cryptosporidium spp. foram adquiridos comercialmente junto a
Fundacdo Ensino e Pesquisa URA (FUNEPU) — Uberaba/ MG; purificados a partir de
fezes bovinas, em aliquotas com concentracdo de 5 x 10° organismos e conservados
em tampao fosfato salino (PBS) com antibiéticos e fungicidas para evitar a proliferacao
de bactérias e fungos, e mantidos sob refrigeracao a 4° C. Os cistos de G. duodenalis
foram concentrados a partir de amostras clinicas fornecidas pelo Hospital de Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas, pela metodologia de purificagdo em sacarose,
segundo descricao de Smith, Smith (1989). Cistos de G. duodenalis foram mantidos

sem diluicdo em tampdo fosfato salino (PBS), porém acrescido de antibidticos e
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fungicidas e mantidos em refrigeracéo a 4° C. A diluicdo dos cistos a partir da matriz
purificada foi realizada 1 dia antes da realizacdo dos ensaios e utilizada durante um

periodo maximo de 3 dias.

Previamente a inoculagao dos organismos na agua sintética, estes foram diluidos
em PBS (1:9) com o proposito de estipular o numero de oocistos e cistos nessa etapa
de contaminacéo artificial. Para isso, foi realizada a enumeragcdo dos organismos em
lamina de Reacao de Imunofluorescéncia Direta (RID) (descrita no item 4.6.1) obtendo-
se desta forma, o numero de oocistos ou cistos em 5 uL presentes em cada um dos 3
pocos da lamina. A leitura destas 3 aliquotas (totalizando 15 L) foi feita sempre por 3
microscopistas distintos, e sem o conhecimento prévio do resultado de cada contagem,

obtendo-se o valor médio do numero de formas presentes na dilui¢ao (inoculo).

A identificagdo da G. duodenalis foi realizada utilizando-se o Kit DNA ZR
Fungal/Bacterial DNA®, e a amplificagdo por PCR com gene da proteina giardin
(MAHBUBANI et al, 1992) no laboratério de Analise Genética Molecular do
Departamento de Genética, Evolugcdo e Bioagentes da Universidade Estadual de

Campinas.

4.4 Contaminacéao artificial das amostras com oocistos de Cryptosporidium

spp. e cistos de Giardia duodenalis e ensaios com H,O, e H,O,/UV

Um litro de agua sintética foi contaminado artificialmente, com um numero
aproximado de 10° oocistos de Cryptosporidium spp. e de cistos de G. duodenalis, sob
constante agitagdo. Apds a contaminagao, a agua sintética foi submetida aos processos

oxidativo (H20,) e oxidativo avangado (H.O,/UV).
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Os 24 experimentos (12 de peroxidacado e 12 de POA) foram realizados
com caracteristicas experimentais diferenciadas alterando-se a concentragao do

peroxido e dose de irradiagao UV.

Uma concentragado de 6 g de H,O; por litro com dose de luz UV de 5472 mW s
cm'z, foi avaliada em 3 ensaios de POA. Esta dose foi obtida com um tempo de ensaio

de 60 min, para os ensaios de POA e para os 3 ensaios de peroxidagao.

Mantendo a mesma concentragdo de peréxido (6 g), uma dose menor de
irradiacéo UV foi também avaliada em 3 ensaios e para isso, o tempo de exposi¢cao dos
organismos a irradiagao foi reduzido para 30 min, resultando em uma dose de UV de
2.736 mW s cm™. Este tempo de contato foi mantido também para os 3 ensaios de
peroxidagao realizados neste grupo de experimentos. Nestes 12 experimentos (POA e

peroxidagao) a vazao de recirculagdo da suspensao no reator foi de 82 mL min™.

Outro grupo de experimentos (n=12) foi realizado para avaliar uma concentragéo
de peréxido e dose de irradiacdo de UV menores que as utilizadas anteriormente:
concentracdo de 15 mg H,0, por litro e dose de luz UV de 44 mW s cm™?. Nestes
experimentos a vazao de recirculagdo da suspens&o no reator foi de 2068 mL min™', e o
tempo de ensaio de aproximadamente 30 segundos, para ambos 0s processos

avaliados, POA e peroxidacao.

Nos experimentos de POA, a utilizacdo da lampada UV foi realizada apés a
estabilizacdo da radiacdo emitida, alcangada ligando-se a lampada aproximadamente

15 minutos antes do inicio dos experimentos.

Para o calculo do tempo total de iluminagdo no POA, utilizou-se a equacéo (l). A
intensidade da radiacdo UV emitida pela lampada foi verificada com o auxilio de um
radibmetro Cole Parmer, modelo VLX 3W, calibrado para o comprimento de onda de
254 nm, uma vez que, devido ao uso, pode haver uma reducido da intensidade de

emissao UV da lampada ao longo do tempo.
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Vrea or
tilum = (V—tj'twt ( I )

res

sendo, tium = tempo de iluminacgao e,
tiot = tempo total do experimento
Vreator = VOlume do reator

V,es = Volume do reservatorio

A intensidade da radiagdo média dentro do reator, recebida pela agua sintética
foi de aproximadamente 8 mW s cm™. A dose foi calculada segundo a equagao (l1),
sendo produto da intensidade pelo tempo de iluminagao:

D=1 X tiiym (1)

sendo: D: dose de radiagao ultravioleta (W s cm™)
|: intensidade de radiagdo (W cm™)

tium: tempo de iluminacéo (s)

4.5 Técnica de concentragao das amostras por Filtracao em Membrana.

Apoés passarem pelos processos de oxidag&do, as amostras de agua sintética de
ambos os grupos foram concentradas, de acordo com protocolo modificado de Franco et

al (2001), como descrito a seguir.

Um (01) litro de amostra foi filtrado em membranas de ésteres mistos de celulose,
com 47 mm de diametro e porosidade nominal de 3 um (Millipore®), utilizando-se um
sistema de filtragdo com bomba de vacuo e porta filtro (Millipore®) (Figura 03). Apds a
filtracdo, as membranas foram cuidadosamente retiradas e colocadas em placas
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plasticas estéreis para realizar a etapa de recuperacdo de cistos e oocistos presentes
nas amostras. Para tanto, as superficies das membranas foram raspadas com alca
plastica macia (Figura 04 - A), seguida de lavagens manuais de maneira alternada por 20
minutos, com solugéo de eluigdo (Tween 80, 0,1 %) (Figura 04 - B). O liquido resultante
foi transferido para tubos conicos e concentrado por centrifugagéo (1.050 g; 10 minutos),
0 sobrenadante aspirado e o sedimento resultante lavado com agua destilada e
novamente submetido a centrifugagéo, nas mesmas condi¢gdes de velocidade e tempo
(Figura 05 - A).

Apébs o descarte do sobrenadante, o sedimento desta segunda centrifugagao, foi
ressuspenso em agua Milli-Q; o volume total de 1 mL transferido para tubos de
microcentrifugacdo e mantidos sob refrigeragdo a 4 °C para posterior andlise dos danos

morfologicos (Figura 05 - B).

b

Figura 0'3: Suporte péra filtragcao
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Figura 05: Lavagem do sedimento e centrifugagao (a) e Transferéncia para tubo de microcentrifugacao

(b)

4.6 Avaliacao da eficiéncia dos processos de desinfecgao
A eficiéncia dos processos oxidativo e oxidativo avancado foi inferida por meio da

técnica de visualizagdo por Reacdo de Imunofluorescéncia Direta (RID) e pela

observagdo em Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV).
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4.6.1 Reacao de Imunofluorescéncia Direta (RID)

Com a finalidade de se retirar aliquotas dos sedimentos para a realizagcado da
RID, as amostras foram submetidas ao protocolo de homogeneizagédo (REDLINGER et
al, 2002), conforme descrito em seguida.

O tubo contendo a amostra concentrada foi agitado em vértex Phoenix® AP-56,
por 2 minutos e a seguir invertido 3 vezes com o proposito de tornar a distribuicdo de
cistos e oocistos presentes no tubo de microcentrifugacéo, homogénea; a transferéncia
de cada aliquota para o pogo da lamina de RID era feita imediatamente apds este
processo (Figura 06). Uma aliquota de 5 uL do sedimento final foi cuidadosamente
espalhada nos pocos das laminas, que apdés secagem em temperatura ambiente, foi
fixada com 10 uL de metanol (10 minutos). Depois de secas, foi adicionada uma gota
do reagente contendo os anticorpos monoclonais anti-Cryptosporidium e anti-Giardia e
uma gota de contra-corante e mantidas por 30 minutos em camara umida e protegidas
da luz. Em seguida, foi realizada uma lavagem utilizando-se a solugdo tampao fosfato
(pH 7,5 presente no kit Merifluor® e diluida a 1:20) para retirada do excesso de
anticorpo. Esta lavagem foi realizada com a lamina inclinada a 45° sem tocar o pogo
contendo as amostras e, em seguida, realizada a montagem com laminula. O kit de RID
utiizado nesta pesquisa é validado pela U.S. Environmental Protection Agency
(USEPA) dos Estados Unidos da Ameérica. Para uma melhor avaliagdo, cada
experimento foi realizado em ftriplicata, ou seja, uma lamina para cada ensaio,

totalizando 15 uL de amostra analisada.
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Figura 06: Transferéncia de aliquota de 5 uL de amostra para pogo da lamina

Para a observacao da RID, o microscoépio utilizado foi de epifluorescéncia, com
filtro de excitagao na faixa de 450 a 490 nm e filtro de barreira a 520 nm. Os critérios de
positividade para a detecgdo de oocistos de Crypstosporidium spp. e cistos de G.
duodenalis em amostras ambientais e adotadas pela USEPA (2005) sao:

- o tamanho e o formato similares aos oocistos (3 a 8,5 um) e cistos (8 a 15 um);

- 0 grau de fluorescéncia verde-maga brilhante predominante na parede,
fluorescéncia sem difusdo quando focada no microscopio;

- visualizacao de caracteres morfoldgicos como axonemas, corpos em crescente
€ nucleos para cistos e; numero, presengca de esporozoitos e sutura nos oocistos
quando observados também em Microscopia de Campo Claro- MCC e de Contraste de
Fase- MCF e,

- auséncia de poros ou deformidades nas extremidades.

Estes critérios foram tomados como base para a classificacdo dos danos aos
organismos que foram submetidos aos processos oxidativos. Na técnica de coloragao
por RID sao utilizados anticorpos monoclonais anti-Giardia e anti-Cryptosporidium
conjugados com o fluorocromo FITC. A reagdo baseia-se na ligagao do anticorpo com
0s epitopos presentes na parede dos cistos. Sob irradiagédo (490 nm) o fluorocromo
fluoresce num tom verde-macad brilhante permitindo a observacdo da parede do

organismo (Figura Q7).
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+
Epitopo Isotiocianato de Fluoresceina -
N FITC
Kit Merifluor®
(Meridian Bioscience, Cincinnatti, Ohio).
Cisto de Giardia spp. J

(antigeno) na amostra

Anticorpo anti-Giardia

A N A

Microscopio de Fluorescéncia
= (450-490 nm excitagdo e 520 nmfiltro de =

harreira)

Emissdo da cor verde
Cisto de Giardia spp.
+anticorpo anti-Giardia
com FITC

Figura 07: Reagao da ligagdo dos epitopos da parede de cistos/oocistos com o anticorpo com FITC e
fluorescéncia para observacao.

Se a mesma estiver danificada, a ligagdo antigeno-anticorpo n&o ocorrera,
provocando falhas na visualizacio, o que pode ser considerado como um possivel dano
na parede dos cistos (confirmado também pela observagdo em campo claro). Assim,

criou-se uma classificagdo dos organismos observados por RID segundo a Tabela 08.

Tabela 08: Avaliagao visual dos danos nos organismos apés RID
Classificacao dos oocistos e cistos apos os
ensaios de desinfeccao
Organismo sem dano e com fluorescéncia padrao

Organismo sem dano e com fluorescéncia alterada

Organismo com dano e com fluorescéncia padrao

cow2>

Organismo com dano e com fluorescéncia alterada

Quando os organismos observados apresentavam redugao na fluorescéncia, ou
seja, o indicativo de uma possivel alteracdo na superficie, realizava-se uma
confirmacao da leitura com Microscopia de Campo Claro (MCC). Esta visualizagao

permite observar a presencga de estruturas sobre ou agregadas aos cistos e oocistos e
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assim, verificar se a alteracdo na fluorescéncia e ou na forma ocorreu pela destruigao
dos epitopos de ligagdo com o anticorpo ou, se este foi impedido de se ligar a parede

em funcdo da estrutura aderida ao organismo.

4.6.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A técnica MEV permite uma avaliagdo da superficie do microrganismo com
aumento de até 8.000 vezes, e, portanto, uma observagao bastante detalhada do dano
causado pelos agentes oxidantes, na parede dos organismos. Para isso, 0 seguinte
protocolo foi realizado: aliquotas de 10 pL do sedimento foram depositadas em
laminulas com 13 mm de didmetro e mantidas em temperatura ambiente para secar.
Apos este periodo as amostras foram pré-fixadas com glutaraldeido (3 % em PBS) por
2 horas. Apdés 3 lavagens com solugdo PBS (pH 7,2) por 10 minutos cada, foi
adicionada a amostra tetroxido de ésmio (OsO4 - 1 %), procedimento realizado numa
capela. O material foi mantido por 1 hora em temperatura ambiente e, em seguida
foram promovidas novas lavagens com PBS. Uma desidratagédo seriada com etanol 30,
50, 70, 90 e 100 % por 10 minutos cada foi realizada, previamente a secagem com
diéxido de carbono. Em seguida, as laminulas foram montadas em suporte tipo Stub e
cobertas com uma camada fina de metal (ouro-paladio) sendo posteriormente
observadas em microscoépio eletronico de varredura Jeol® modelo JSM5800 LV.

A avaliacdo do dano foi realizada tendo como base a coloracdo de RID. Os
danos visualizados pelo método de MEV eram somente para detalhar e confirmar os
danos observados, portanto, ndo houve contagem e determinagdo de porcentagem de

dano pela técnica de MEV.
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4.7 Limpeza do reator

Entre cada experimento o reator foi descontaminado para retirar possiveis
residuos quimicos e organismos que poderiam permanecer aderidos no reator. Para os
experimentos realizados para o grupo A, a descontaminagdo ocorreu da seguinte
maneira: circulou-se primeiramente 500 mL de solugéo de eluigéo (Tween 80 a 0,1 %),
depois 1 L de agua Milli-Q com hipoclorito de sédio a 1 %, em seguida 1 L agua Milli-Q
e, novamente 500 mL de solug¢do de eluigdo. O objetivo do uso da solugdo de eluigédo
circulada no reator & evitar que possiveis organismos remanescentes no sistema
ficassem aderidos a superficie do reator e interferissem nos resultados dos proximos

experimentos.

Para os experimentos realizados para o grupo B, a limpeza foi realizada
utilizando-se as mesmas solugdes, porém, apenas a solucao de eluigao foi recirculada.
As demais (agua Milli-Q com ou sem hipoclorito) foram descartadas apds a passagem
pelo reator. O tempo de circulagao pelo sistema foi também alterado em funcdo da dose
de UV utilizada neste segundo bloco de experimentos, da seguinte maneira: circulou-se
primeiramente 500 mL de cada solugao; solugao de eluicdo (Tween 80 a 0,1 %); depois
agua Milli-Q com hipoclorito de sodio a 1 % sendo descartada; em seguida agua Milli-Q
sendo também descartada e, novamente solugao de elui¢cao recirculada. Esse controle
foi realizado com um tempo de aproximadamente 2 minutos para cada solugao e com

uma vazao de aproximadamente 730 mL min™.

4.8 Controle da metodologia de recuperagao dos protozoarios
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4.8.1 Controle negativo

Para que se pudessem detectar possiveis contaminagdes em todo o processo
(da passagem da solugédo pelo reator até a confeccdo da lamina de RID), foram
realizados experimentos controle-negativo: circulou-se 1 litro de agua Milli-Q no reator
do sistema experimental (mesmo tempo e vazdo utilizados nos ensaios), sendo
posteriormente submetida a etapa de filtragdo em membrana e confeccionada a lamina
de RID para observagcao de possiveis cistos ou oocistos que ficaram retidos no reator.

Este experimento foi realizado logo apés um ensaio controle-positivo, descrito abaixo.

4.8.2 Controle positivo

O controle positivo foi utilizado para avaliacdo da sensibilidade da metodologia
de recuperacdo utilizada (Filtragdo em Membrana). Para isso realizaram-se dois
ensaios: no primeiro inocularam-se aproximadamente 10° oocistos e cistos em 1 L de
agua Milli-Q e, no segundo inoculou-se 0 mesmo numero em agua sintética para avaliar
a interferéncia das substancias componentes na recuperagdo dos organismos. A
enumeragao foi realizada da mesma maneira que para a preparagao do indculo (item
3.3). Apds a contaminacéo artificial, a solugao foi submetida ao mesmo procedimento
de circulacao realizados nos ensaios com processos oxidativos e de recuperagao dos
protozoarios (filtragdo em membrana), porém sem a presenca de perdxido de
hidrogénio e luz ultravioleta. Apdés a confeccdo da lamina de RID e a devida
observagao, a porcentagem de recuperagcado dos organismos foi obtida utilizando-se a

seguinte a equacao:

1

Y=(f_j.100 (11
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sendo:

Y = Porcentagem de recuperagao;
r = Numero de oocistos ou cistos recuperados;

i = Numero de oocistos ou cistos inoculados.

4.9 Concentragéo de Peroxido de Hidrogénio (H20,)

Com o objetivo de quantificagcdo e monitoramento do perdxido de hidrogénio em
todos os ensaios nos quais esse oxidante era adicionado, foi utilizado um método
analitico espectrofotométrico adaptado de NOGUEIRA et al (2005).

A referida analise é baseada na reagao de 6xido-reducao entre o composto alvo,
ou seja, o peroxido de hidrogénio presente na solugdo e ions metavanadato numa
solucao acida de coloragcao amarela. Apos a reagcao obtém-se uma coloragcao vermelha,
devido a formagao do cation peroxovanadio, que apresenta maximo de absorbancia em

450 nm, que € monitorada por espectrofotometria.
4.10 Tratamento dos residuos gerados
O ion metavanadato utilizado para quantificacdo e monitoracdo de peréxido de
hidrogénio possui potencial téxico, portanto, todo o residuo foi reservado para posterior
tratamento antes da sua disposicao final.
Todos os residuos bioldgicos gerados durante os experimentos, assim como as

solugdes utilizadas na limpeza do reator foram fervidas, por pelo menos um minuto,

para total inativagao dos protozoarios, antes do descarte.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Controle-negativo

Nos experimentos controle-negativo, realizados com agua destilada, nenhum
organismo foi observado nos 3 pogos da Iamina, indicando que n&o ocorreu a aderéncia
de organismos nos componentes do sistema utilizado nos ensaios e, portanto, a etapa

de limpeza realizada apds cada experimento foi eficiente.

ApsGs um ensaio de recuperagao (controle positivo), a primeira solugao de eluigao
que circulou no sistema, oriunda da etapa de limpeza, foi analisada e nao foi
encontrado nenhum organismo. A etapa de limpeza, realizada entre um ensaio e outro,
era feita com a duragcdo de 1 hora para cada solugdo circulada no sistema o que
consumia muito tempo impossibilitando a realizacdo de novos experimentos com
pequenos intervalos de tempo. Assim, o tempo de limpeza foi reduzido para 30 minutos
para cada solugao, da seguinte forma: a primeira solugao de eluigao foi recirculada (30
min); a solug&o de hipoclorito foi recirculada por 10 minutos e nos 20 minutos restantes
ela foi sendo descartada; em seguida agua Milli-Q foi descartada durante todo tempo
(30 min) e, finalmente uma segunda solugdo de eluicdo foi recirculada. Este

procedimento reduziu o tempo de lavagem do reator de 4 para 2 horas.

Para assegurar que esta redugao de tempo na etapa de limpeza nao alterava a
eficiéncia do processo de lavagem, todas as solu¢gdes de um dos procedimentos de
lavagem foram filtradas e processadas como as demais amostras para confecgédo de
ldminas de RID. Um oocisto de Cryptosporidium spp. foi observado na primeira solugéao
de eluicdo recirculada pelo reator (Figura 08). Porém, nenhum outro organismo foi
detectado na avaliacdo das outras 3 solugdes que compdem a etapa de limpeza do
reator. Considerando-se estes resultados optou-se por manter a redugao do tempo de

limpeza do reator, de forma a otimizar a realizagao dos experimentos.
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Figura 08: Oocisto de Cryptosporidium spp. visualizado apés lavagem do reator (400x).

5.2 Controle-positivo

Foram realizados ensaios controles-positivo para avaliagdo da sensibilidade do
método, utilizando-se matrizes diferentes: um experimento empregando agua Milli-Q e
outro com a agua sintética utilizada nas avaliagcbes dos tratamentos. Os oocistos de
Cryptosporidium spp. (Figura 09) e cistos de G. duodenalis (Figura 10), foram
visualizados e enumerados com base nos parametros adotados pela USEPA (2005)

como descrito no item 4.6.1.

Figura 09: Oocisto de Cryptosporidium spp. (200x)  Figura 10: Cistos de G. duodenalis (200x)
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As porcentagens de recuperagao, nos experimentos controle-positivo, foram em

média de 54,0 % para cistos e de 53,0 % oocistos.

Durante a padronizagdo do indculo, 2 experimentos controle-positivo
apresentaram resultados de recuperacgéo de cistos de G. duodenalis acima de 100 % e
foram, portanto, descartados. Taxas acima desta porcentagem foram também relatadas
por Cantusio Neto et al (2006) e, segundo Lindquist et al. (1999) isto pode ser atribuido
as variagoes inerentes a etapa de preparagéo e diluigdo da suspensao dos organismos.
A enumeragao das formas (seja de cistos ou oocistos) é também uma etapa critica,
uma vez que os meétodos de contagem nao sdo muito precisos. Ha ainda o problema da
distribuicdo ndo homogénea dos organismos na suspensdo, a idade dos cistos e
oocistos e, o uso de organismos obtidos de amostras fecais frescas que apresenta
maior facilidade de agregagdo, apds purificagcdo por gradiente de sacarose
(LINDQUIST, 1999). Todos estes fatores podem levar a ndo exatiddao do numero de
organismos inoculados (FERGUSON et al, 2004).

Esta interferéncia afeta a contagem final dos organismos (Figura 11), dificultando
a padronizacgao do indculo. Isto significa que se houver o problema de distribuicdo nao
homogénea dos organismos na suspensado, pode ocorrer um erro na determinagao do
numero que sera incoculado (FERGUSON et al, 2004). Em fungdo da maior
possibilidade de agregacdo das formas, adotou-se o prazo limite de utilizagcdo do
in6culo (diluicao das fezes purificadas em PBS) em 3 dias, sendo que a matriz com as
fezes purificadas foram utilizadas no prazo maximo de 30 dias apds o processo de

purificacdo em sacarose.
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Figura 11: Cistos de G. duodenalis observados no inoculo corado co RID para enumeragéo das formas
(200x).

O resultado destas modificagcdes pbdbde ser observado no terceiro experimento
realizado, onde a taxa de recuperacao obtida foi de 54,0 %. De uma maneira geral, a
variabilidade das porcentagens de recuperagdes € inerente a preparagao do inéculo e
aos diferentes métodos de deteccdo destes protozoarios que, além da baixa
reprodutibilidade alcancada em experimentos inter-laboratoriais, também sao obtidos
em diferentes ensaios realizados num mesmo laboratério (FRICKER, CRAB, 1998;
COOK et al, 2006).

5.3 Processos oxidativos utilizados

ApOs a passagem da suspensdo contendo os microrganismos no reator,
verificou-se que tanto nos 12 ensaios de peroxidacdo quanto nos 12 ensaios de
peroxidagao assistida por luz UV, a quantidade de microrganismos recuperados sofreu
variagao, independente das concentracbes de perdxido de hidrogénio e dose de UV

avaliadas.
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5.3.1 Primeira etapa de experimentos

5.3.1.1 Processo Quimico: Peroxidagéo (6 g H2O, /60 min)

Em trés ensaios de peroxidagdao com tempo de contato de 60 min, 16 cistos de
G. duodenalis (média de 5,3 cistos por ensaio) e 13 oocistos de Cryptosporidium spp.
(média de 4,3 oocistos por ensaio) foram observados para avaliagcdo de danos
causados pelo processo (Figura 12). O numero total de cistos de G. duodenalis e

oocistos de Cryptosporidium spp. observado foi semelhante.

I Cistos
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Figura 12: Numero de organismos observados apos peroxidacao (6 g H,O, /60 min).

Na avaliacdo dos danos observados na parede dos cistos de G. duodenalis foi
possivel analisar a porcentagem de cistos em apenas duas categorias propostas de
dano (Figura 13) e, verificar que a maioria dos cistos ndo apresentou nenhuma
alteragcdo de fluorescéncia, classificada como A (Figura 14), sendo possivel a
constatacao de alteracao de fluorescéncia, classificada como B, em apenas 25 % dos

cistos.
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Figura 13: Porcentagem e classificagdo de cistos de G. duodenalis observados apo6s peroxidagéo (6 g
H202 /60 mln)

Figura 14: Cisto de G. duodenalis corado por RID, classificagdo A (200x).

Na avaliagcédo de Cryptosporidium spp. os 13 oocistos recuperados e observados

foram classificados de acordo com o dano que apresentavam (Figura 15).
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Figura 15: Porcentagem e classificacdo de oocistos de Cryptosporidium spp. observados apos
peroxidagao (6 g H,O, / 60min)

Verifica-se que a maioria dos oocistos nao apresentou nenhum tipo de alteragao

seja de fluorescéncia ou forma (Figura 16).

Figura 16: Oocisto de Cryptosporidium spp. (A) (400X)

Quando observado os resultados dos experimentos de forma isolada, cistos de
G. duodenalis foram recuperados em maior numero do que oocistos de Cryptosporidium
spp. em dois deles, porém, na média, o processo de peroxidacdo nas condigdes
avaliadas (6 g H2O, /60 min) ndo gerou resultados tao diferentes quanto ao numero

recuperado e, de danos observados em cistos e oocistos.
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5.3.1.2 Processo Quimico: Peroxidagéo (6 g H2O, /30 min)

Nos ensaios onde o tempo de contato dos organismos foi menor (30 minutos)
237 cistos de G. duodenalis (média de 79 cistos por ensaio) e 57 oocistos de
Cryptosporidium spp. (média de 19 oocistos por ensaio) foram observados para
avaliagao de danos causados pelo processo (Figura 17), resultando em um aumento na
recuperacéo dos organismos de cerca de 1.481 % e 438 % para cisto e oocisto,

respectivamente.
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Figura 17: Numero de organismos observados apos peroxidagao (6 g H,O, /30 min)

A diferenga entre o numero de oocistos de Cryptosporidium spp e cistos de G.

duodenalis recuperados foi diferente, obtendo-se mais cistos que oocistos.

Os cistos de G. duodenalis recuperados foram avaliados quanto ao dano
causado pelo processo (Figura 18) e verificou-se que a maioria dos cistos apresentou
as caracteristicas padrao de forma e fluorescéncia, porém observou-se alguma

alteracédo em 11 % dos cistos.
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Figura 18: Porcentagem e classificagdo de cistos de G. duodenalis observados apo6s peroxidagéo (6 g
H202 /30 mln)

Algumas formas apresentavam dano aparente quando observadas na RID
(Figura 19), mas ao serem confirmadas pelo MCC, verificou-se que a auséncia de

fluorescéncia ndo ocorria em fungdo de danos nos epitopos, mas da agregacéo de

material particulado (provavelmente residuos da purificagao das fezes) ao cisto.

Figura 19: Cisto de G. duodenalis classificagdo A corado por RID (400x).

Por outro lado, foram observados 2,0 % dos cistos de G. duodenalis com dano

na forma e na fluorescéncia (Figura 20).
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Figura 20: Cisto de G. duodenalis classificagdo D corado por RID (400x).

Avaliando-se os 57 oocistos de Cryptosporidium spp. recuperados, quanto ao
dano (Figura 21), observou-se que 46,0 % apresentaram as caracteristicas padrdo. A
maioria teve a fluorescéncia alterada (Figura 22-a), além de 5,0 % dos oocistos

apresentarem alteracéo de forma (Figura 22-b).
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Figura 21: Porcentagem e classificacdo de oocistos de Cryptosporidium spp. observados apos
peroxidagao (6 g H,O, /30 min).

Dissertacédo de Mestrado — Regiane Aparecida Guadagnini Fagnani — FEC/UNICAMP (2010)



Capitulo 5: Resultados e Discussbes 77

Figura 22: Oocisto classificagao B (a) e classificagado C (b) corado por RID (200x).

Com a avaliagéo pelo método de MEV observou-se que o cisto de G. duodenalis
apos a peroxidacao (Figura 23-b), apresentou alguns poros em comparagdo com um
cisto (Figura 23-a) presente em uma amostra bruta que n&o foi submetida a

peroxidacgao.

Na avaliagdo do oocisto de Cryptosporidium spp. apds o ensaio com peroxidagao
(Figura 24-b), pode-se inferir que a parede dos organismos foi oxidada de forma a
apresentar algumas irregularidades quando comparada ao oocisto de Cryptosporidum
spp. (Figura 24-a) presente em uma amostra bruta, que ndo apresenta alteracdo quanto

a sua forma nem quanto a integridade da parede celular.
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¥

Figura 24: Oocisto de Crypto poridium spp. em amostra bruta 3500X (a)e abés‘ peroxidaéo 3500x (b)

Ao se avaliar as duas concentragdes de peroxido utilizadas, verificou-se que o
numero de cistos e oocistos recuperados apdés os ensaios com 6 g H,O, e tempo de
contato de 30 min foi muito maior do que aqueles recuperados apds os ensaios do com
6 g H20O2 e tempo de contato de 60 min.

Pode-se verificar que apds 30 min de tempo de contato, foram observados tanto
cistos quanto oocistos com danos que nao haviam sido observados com o tempo de
contato de 60 min. Porém, € importante destacar que, apos o tempo de contato de 60
min recuperaram-se menos organismos e com alteragdo de dano somente em
fluorescéncia. Sendo assim, sugere-se que os danos observados apés 30 min também
tenham ocorrido durante o tempo transcorrido com 60 min. Uma hipétese para explicar
isso seria que com um tempo de contato maior, os epitopos da parede dos cistos e
oocistos foram modificados de tal forma a ndao se ligarem mais aos anticorpos,

impedindo assim, sua visualizacéo por RID.

Independentemente do tempo de contato avaliado, notou-se, também, um
namero menor de organismos recuperados e uma redugdo de fluorescéncia nos
oocistos de Cryptosporidium spp. quando comparado aos cistos de G. duodenalis,

podendo-se inferir uma maior susceptibilidade dos oocistos ao peréxido de hidrogénio.
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5.3.1.3 Processo Oxidativo Avancado: Peroxidagao Assistida por Luz
Ultravioleta (6 g H,O,/ 5.472 mW s cm™ UV)
O numero de cistos de G. duodenalis observado foi bem maior do que o nimero

de oocistos de Cryptosporidium spp. apos os trés ensaios de POA (Figura 25), além

disso, em dois experimentos nenhum oocisto foi recuperado para observagéo.
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Figura 25: Nimero de organismos observados apos POA (6 g H,0,/ 5.472 mW s cm™ UV)

Na avaliacao dos cistos de G. duodenalis recuperados e observados foi possivel
analisar a porcentagem desses organismos em cada uma das escalas de dano
propostas, utilizando-se da observacdo de 63 organismos (média de 21 cistos por

ensaio) (Figura 26).
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Figura 26: Porcentagem e classificagdo de cistos de G. duodenalis observados apds POA (6 g H,O,/
5472 mW s cm™ UV)

Pela analise dos cistos de G. duodenalis que passaram pelo reator fotoquimico,
notou-se que a maioria deles (54 %) nao sofreu nenhum tipo de dano (Figura 27),
porém, cerca de 46,0 % dos cistos analisados tiveram alguma alteragdo de forma e/ou
fluorescéncia, diferenciando bastante dos resultados obtidos apds o processo de
peroxidagao isolado (com a mesma concentragao do oxidante). Alteracdo de forma foi

observada por RID (Figura 28) e confirmada pela microscopia de campo claro (MCC).

Figura 27: Cisto de G. duodenalis classificagdo A corado por RID apos POA (400x).
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Figura 28: Cisto de G. duodenalis classificagao C corado por RID ap6s POA (600x)

O maior dano, determinado na classificagdo como possuindo alteracao de forma e

fluorescéncia, foi observada em 3,0 % dos cistos (Figura 29).

Figura 29: Cisto de G. duodenalis classificagdo D corado por RID apés POA (400x).

Quanto aos experimentos de Cryptosporidium spp., somente dois oocistos foram
observados sendo que um deles apresentou alteragao de fluorescéncia e outro com

alteracéo de forma e fluorescéncia (Figura 30).
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Figura 30: Oocistos de Cryptosporidium spp. classificagdo D corado por RID apds POA (200x).

Quando avaliada a quantidade de cistos e oocistos recuperados apdés o POA,
verificou-se que o processo foi mais eficiente na redugdo do numero de oocistos
quando comparado com cistos, que foram recuperados em média 30 vezes mais que

oocistos.

5.3.1.4 Processo Oxidativo Avancado: Peroxidagao Assistida por Luz

Ultravioleta (6 g H,O,/ 2.736 mW s cm™ UV)

Com uma dose de UV de 2.736 mW s cm™ (reduzida em relagdo ao experimento
anterior) apenas cinco oocistos de Cryptosporidium spp. foram observados nos trés
ensaios posteriores (média de 1,6 oocistos por ensaio) e, 26 cistos (média 8,6

cistos/experimentos) de G. duodenalis (Figura 31).
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Figura 31: Numero de organismos observados apos POA (6 g H,O,/ 2.736 mW s cm? uv)

Em relagdo ao dano causado pelo POA, 35,0 % dos cistos apresentaram algum

tipo de alteragao (Figura 32).
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Figura 32: Porcentagem e classificagdo de cistos de G. duodenalis observados apdés POA (6 g H,O,/
2.736 mW s cm™ UV)

Em algumas analises realizadas com RID, inicialmente foram atribuidos danos

aos organismos (Figura 33), no entanto, numa segunda etapa, quando os mesmos
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foram observados pelo método de MCF ou MCC, concluiu-se que nao havia ocorrido

alteracao de forma.

Figura 33: Cisto de G. duodenalis classificagdo B corado por RID apds POA (400x).

Também foram observados cistos que apresentavam aparente alteracdo de
forma ao serem visualizados por RID, porém esta alteracdo nao foi confirmada pela
MCF, mostrando uma agregacao dos organismos com o material particulado resultante
do processo de purificagdo. Porém, sombras escuras observadas sobre o mesmo cisto
e, considerados por RID como uma alteragcdo de fluorescéncia (Figura 34), foi
confirmada por MCF, pois ndo havia nenhuma estrutura sobre o organismo que

impedisse a ligagao do anticorpo.

Figura 34: Cisto de G. duodenalis classificagdo D corado por RID apdés POA (400x).
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Assim, como quando uma alta dose de UV foi utilizada, a maioria dos cistos de
G. duodenalis ainda permaneceu sem alteragéo, porém foi verificado que a quantidade

de cistos danificados foi menor.

Ap6s a reducdo da dose de UV (de 5.472 para 2.736 mW s cm™) a quantidade
recuperada de oocistos de Cryptosporidium spp. foi maior, sendo que 60,0 % deles
apresentaram alteragdo na fluorescéncia (Figura 35). Porém, 40,0 % ainda mantiveram

o padréo de fluorescéncia sem alteragéo (Figura 36).
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Figura 35: Porcentagem e classificagdo de oocistos de Cryptosporidium spp. observados apoés POA (6 g
H,0,/ 2.736 mW s cm™ UV)
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Figura 36: Oocistos de Cryptosporidium spp. classificagao A corado por RID apés POA (200x).
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Comparando os resultados obtidos pelo POA com dose de UV de
5.472 mWs cm™ e 6 g de H,0,, verificou-se que o nimero de cistos de G. duodenalis
recuperado e observado, foi mais que o dobro do que os cistos recuperados apds os
ensaios com dose de UV de 2.736 mWs cm™ e mesma concentracdo de peroxido. Isso
pode ser resultante do efeito da agregacéao dos organismos, uma vez que nesta fase do
trabalho ainda ndo havia sido alterado o preparo e o tempo de manutencao do inéculo.
Porém, considerando os danos observados nos cistos recuperados dos dois grupos,
verificou-se que a maior dose de UV resultou em 35 % de alteragdo de forma, contra
apenas 12 % alcangada com a menor dosagem de UV. A quantidade de organismo sem
dano também foi menor apés o POA com alta dose (5.472 mWs cm™ UV), 54 % contra
65 % apds a menor dose de UV utilizada no POA (2.736 mWs cm™).

Para avaliagado de oocistos de Cryptosporidium spp. submetidos aos ensaios com
POA, na dose de UV de 5472 mWs cm? UV e 6 g de Hy0,, verificou-se que a
recuperacao e observagao do dano foi prejudicada, uma vez que se obteve um numero
muito reduzido de organismos, apenas dois apos os 3 ensaios realizados nas mesmas

condicgoes.

Resultados semelhantes foram obtidos apds aplicagdo do POA com a dose
menor de UV (2.736 mWs cm'z), onde apenas 5 oocistos puderam ser recuperados e
observados. Neste caso, verificou-se que o fator que realmente influenciava a
recuperacao dos oocistos era a presenga do H,O, e ndo a acao da irradiacdao de UV.
Esta hipotese esta de acordo com os dados obtidos por Santos et al (2010) que mostra
recuperacao de oocistos apds fotdlise, superiores as obtidas apds processos de
peroxidagao e POA (H20,/UV).

Independente das concentracbes do peroxido e doses de UV utilizadas, as
observagbes das imagens obtidas por MEV relativas a parede do cisto G. duodenalis
apos o ensaio com POA (Figura 37-b), € possivel sugerir que ocorreu uma oxidagao,
quando comparada ao cisto presente na amostra bruta (Figura 37-a), que apresenta

uma superficie lisa, sem nenhum poro ou reentrancia, e sem nenhum tipo de alteragéo
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de forma ou integridade da parede. Quanto ao oocisto de Cryptosporidium spp., apds
submissao ao POA (Figura 38-b), observou-se nitidamente uma alteracdo de forma e
também sinais que evidenciam uma oxidagao na sua parede, diferente da integridade

apresentada pelo oocisto observada quando presente na amostra bruta (Figura 38-a).
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Figura 38: Oocisto de Cryptosporidium spp. em amostra bruta 4300x (a) e apos POA 3300x (b)

5.3.1.5 Comparacéo entre os processos peroxidagao e POA

Ao comparar os dois processos avaliados peroxidacdo e POA, independente das
doses utilizadas, observa-se que cistos G. duodenalis foram recuperados em um

numero 3 vezes maior apos peroxidacdo em relagdo aquele obtido quando aplicado o
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POA (Figura 39). Em relagdo aos danos, o POA mostrou-se também mais eficiente:

42,7 %, contra 11,9 % de cistos danificados apds a peroxidagao.
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Figura 39: Numero de cistos de G. duodenalis observados apés peroxidacéo e POA

Com relagao a redugéo dos oocistos de Cryptosporidium spp., verifica-se que a
recuperacao foi bem maior apds os ensaios de peroxidacdo quando comparado ao
recuperado apdés os ensaios de POA: 70 e 7 oocistos foram recuperados para
observagao, respectivamente (Figura 40). Quanto ao dano causado pelos processos a
parede dos oocistos, 14,3 % apresentam alguma alteragdo de forma apdés o POA,

enquanto este dano foi observado em apenas 5,0 % dos oocistos apos a peroxidacao.
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Figura 40: Numero de oocistos de Cryptosporidium spp. observados apos peroxidagao e POA

Também foi realizada uma comparag¢ao da agao dos dois processos na parede
de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de G. duodenalis, com a metodologia de

MEV. As imagens sao mostradas nas Figuras 41 e 42.
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Figura 42: Oocisto de Cryptosporidium spp. em amostra bruta 4300x (a), ap6s peroxidagao 3500x (b) e apés POA 3300x (c)
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Verifica-se que, apds o processo de peroxidagdo, o cisto de G. duodenalis
apresentou alguns poros quando comparado com o cisto recuperado da amostra
bruta, e, apés o POA, observou-se a presenga de uma retragcdo de membrana, além
da oxidagdo da parede do organismo. Assim pode-se inferir que a superficie do
organismo foi mais danificada pelo POA, quando comparado ao processo de

peroxidagao nas condi¢cdes estudadas.

Com relagédo ao Cryptosporidum spp. verifica-se algumas rugosidades na
parede do oocisto apds o0 ensaio de peroxidagdao, sem aparente alteragcao de sua
forma. Porém, apds o POA, o oocisto apresenta parede completamente rugosa e
irregular com consequente alteracdo de forma, descaracterizando o formato padrao
arredondado do organismo. Esta observacdo detalhada do oocisto submetido ao
POA mostra dano mais evidente do que o causado pela peroxidagao, confirmando

uma maior eficiéncia deste processo nas condi¢des estudadas.

Uma observagado pertinente que pode também ser feita € a de fundo de
lamina, onde se verifica que, apés o POA ha menos sujidade quando comparada
com o campo referente a amostra bruta e/ou apds a peroxidagao (Figura 41 e 42).
Segundo Cheal et al (2009), os radicais hidroxila reagem com proteinas por
multiplos mecanismos, que levam a eventos de quebra do principal polipeptideo e
modificacdes na cadeia, tais como hidroxilacdo e formacao de carbonila, resultando
num efeito mais significativo do que o de outros oxidantes, tais como o peroxido
aplicado de maneira isolada. Os tipos de alteragcbes verificadas na parede dos
protozoarios observados neste estudo corroboram com os relatados por McGuigan
et al (2006) que observaram dobras na parede do oocisto de Cryptosporidium
parvum gerando acentuada alteragdo no formato do protozoario apés 10 h de

desinfec¢cao com simulador de irradiacao solar de 830 W m=.

Resultados obtidos por Franga (2007), que avaliou os danos na parede de
cistos e oocistos que sofreram tratamento fotoeletroquimico, também foram
semelhantes aos obtidos neste trabalho, porém com um tempo de ensaio de 90
minutos, superior ao aplicado neste trabalho e, evidentemente, em outras condi¢cdes

de ensaio. A autora relatou também reducdo da fluorescéncia padrdo quando
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avaliado pela coloragdao de RID e presenca de poros e reentrancias na avaliagao
com MEV.

E importante salientar que as condigdes experimentais até aqui estudadas no
presente trabalho ndo sao passiveis para uma transferéncia e aplicagcdo em escala
real, uma vez que as concentragbes de peroxido de hidrogénio s&o extremamente
altas. Dessa forma, optou-se pela realizagao de ensaios com uma concentracéo de
oxidante na ordem de miligramas por litro, como preconizadas pelo POA, e uma

dose de UV mais baixa.

5.3.2 Segunda etapa de experimentos

5.3.2.1 Processo Quimico: Peroxidagao (15 mg H,O./ 5,5 s)

Durante os seis processos de peroxidacao foi utilizada uma concentracao de
15 mg H20, L™". Embora tenham ocorrido variagdes entre os ensaios realizados, o
numero de cistos de G. duodenalis recuperado foi bem maior do que o numero de

oocistos de Cryptosporidium spp. (Figura 43).

I Cistos
v/Z/7] Oocistos

Hull

Ensaios

N w S [$)) D
o o o o o
1 1 1 1 1

Numero de organismos observados
S
1

o
[l

Figura 43: Numero de organismos observados apos peroxidagao (15 mg H,O,/ 5,5 s)
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Nos ensaios de peroxidagéo, 222 cistos (média de 37 cistos por ensaio) foram

avaliados e classificados de acordo com os danos observados (Figura 44).
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Figura 44: Porcentagem e classificacdo de cistos de G. duodenalis observados apoés peroxidagao (15
mg H,0./ 5,5 s).

Observou-se que aproximadamente 48,0 % dos cistos de G. duodenalis
avaliados, apds serem submetidos ao processo de peroxidacao, ainda apresentaram

padrao caracteristico de fluorescéncia (Figura 45).

Figura 45: Cisto de G. duodenalis classificagdo A corado com RID (600x).

Por outro lado, foi observado que mais da metade dos cistos de G. duodenalis

(Figura 44) apresentavam o padrao de fluorescéncia alterado (Figura 46).
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Figura 46: Cistos de G. duodenalis classificagcdo B corados com RID (600x)

Muitas das observagdes realizadas pela microscopia de RID, inicialmente
aparentavam classificagdo de dano D, com alteracdo de forma e fluorescéncia
(Figura 47), mas ao serem confirmadas pela MCC indicavam que o organismo
estava com material aderido. Assim foi classificado como dano B (alteragdo de

fluorescéncia).

Figura 47: Cisto de G. duodenalis classificagdo B corado com RID (600x)
Na avaliagdo dos oocistos de Cryptosporidium spp., um numero total de 48

oocistos (média de 8 oocistos por ensaio) foi recuperado nos 6 ensaios de

peroxidagao e, analisados quanto aos danos (Figura 48).
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Figura 48: Porcentagem e classificagdo de oocistos de Cryptosporidium spp. observados apods
peroxidacéo (15 mg H,O,/ 5,5 s)

Levando-se em consideracdo a fluorescéncia, 45,8 % dos oocistos
observados apresentaram a fluorescéncia e o formato sem alteragao (classificagéo
A) quando observada por RID (Figura 49). Porém, a maior parte dos oocistos
observados teve alteragdo de fluorescéncia sem dano na forma do organismo
(Figura 50).

Figura 49: Oocisto de Cryptosporidium spp. classificagdo A e cisto de G. duodenalis classificacdo B
corados por RID (400x).
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Figura 50: Oocistos de Cryptosporidium spp. classificagdo B corados por RID (400x).

Na avaliacdo utilizando-se da técnica MEV, foram visualizadas alteragdes
quanto a integridade da parede do cisto de G. duodenalis ap6s a peroxidagéao
(Figura 51-b). Embora apresentando grande sensibilidade ao perdxido, os oocistos
de Cryptosporidium spp. que foram recuperados apos a peroxidagéo (Figura 52-b)

nao indicaram nenhuma alteragao de forma ou na superficie do organismo.
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Figura 51: Cisto de G. duodenalis em amosta bruta 3500x (a)e pés peroxidagao 3000x (b).
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Figura 52: Oocisto de Cryptosporidium spp. em amostra bruta 3000x (a) e com peroxidagao 3000x (b)
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5.3.2.2 Processo Oxidativo Avancado: Peroxidagdo Assistida por Luz

Ultravioleta (15 mg H,0,/44 mW s cm™ UV)

Apos os ensaios de POA, o numero de cistos de G. duodenalis recuperado foi
bem maior do que o niumero de oocistos de Cryptosporidium spp. Em comparagao a
todos os ensaios anteriores, este grupo de ensaios foi o que apresentou maior

homogeneidade entre eles, para ambos os organismos (Figura 53).
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Figura 53: Numero de organismos observados apos POA (15 mg H,0,/44 mW s cm™ UV)

As observacoes dos possiveis danos causados aos cistos de G. duodenalis,
quando submetidos ao processo em questdo, foram feitas observando-se 159
organismos (média de 26,5 cistos por ensaio) recuperados apos o processo (Figura
54).
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Figura 54: Porcentagem e classificacdo de cistos de G. duodenalis observados apés POA (15 mg
H,0,/44 mW s cm™ UV)

Pela anadlise dos cistos de G. duodenalis que passaram pelo reator
fotoquimico, observou-se que a maioria dos cistos permaneceu com forma e
fluorescéncia inalteradas (Figura 55), porém, cerca de 42 % teve alteracdo de
fluorescéncia (Figura 56 e 57). Estes dados nao sao tao diferentes dos obtidos apds
os ensaios de peroxidacao, porém, apdés o POA uma quantidade maior de cistos
(3,8 %) sofreu alteragdo de forma, enquanto que, na peroxidagao, somente 0,5 %

dos cistos apresentaram este tipo de dano.

Figura 55: Cisto de G. duodenalis classificagdo A corado com RID (400x).
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Figura 56: Cisto de G. duodenalis classificagdo B corado por RID (600x).

Figura 57: Cisto de G. duodenalis classificagdo B corado por RID (600x).
Um total de 42 oocistos de Cryptosporidium spp. foram observados e

analisados quanto aos possiveis danos apos 6 ensaios de POA (média de 7 oocistos

por ensaios) (Figura 58).
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Figura 58: Porcentagem e classificagdo de oocistos de Cryptosporidium spp. observados apés POA

(15 mg H,0, /44 mW s cm™ UV)

Pelas visualizagbes € possivel afirmar que 38,1 % dos oocistos exibiam

aspecto similar aos padrbes de reconhecimento (forma e fluorescéncia padrao)

(Figura 59), o restante apresentou alteracao de fluorescéncia (Figura 60) e, 2,4 %

alteragao de forma.

Figura 59: Oocisto de Cryptosporidium spp. classificagdo A corados com RID (400x).
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Figura 60: Oocisto de Cryptosporidium spp. classificagdo B corado com RID (200x)

Na avaliagao por MEV dos cistos de G. duodenalis (Figuras 61 a e b) nao foi
verificada alteragdes na forma, porém, na parede do cisto pode-se observar
rugosidades na sua superficie. Na avaliagdo dos oocistos de Cryptosporidium spp.

(Figura 62 a e b) alteragbes na parede, como reentrancias, foram observadas.
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Figura 62: Oocisto de Cryptosporidium spp. em amostra bruta 3000x (a) e ap6s POA 3000x (b)

O POA foi mais agressivo e eficiente na redugdo dos oocistos de
Cryptosporidium spp. quando comparada a agao sobre os cistos de G. duodenalis

nas condigdes avaliadas.

5.3.2.3 Comparacao entre os processos

De uma maneira geral, na comparagdo entre os ensaios de peroxidagao e
POA, o numero de cistos de G. duodenalis recuperado entre os ensaios, mostra-se
uma maior homogeneidade (Figura 63). Porém, ao se avaliar a quantidade de cistos
recuperados, verifica-se que apds o POA o numero foi na maioria das vezes menor
do que a quantidade recuperada apd6s a peroxidacdao, em 5 dos 6 ensaios

realizados.
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Figura 63: Numero de cistos de G. duodenalis apds os 6 ensaios de peroxidagao e os 6 ensaios de
POA

Quanto a fluorescéncia em cistos de G. duodenalis, os resultados nao foram
discrepantes entre os processos: peroxidagao com 48,0 % e POA com 55,0 % dos

cistos com fluorescéncia padrao.

Porém, pode-se observar que aproximadamente 4,0 % de cistos
apresentaram alteracédo de forma (classificacdo C) apds os ensaios de POA, sendo

este tipo de dano observado somente em 0,5 % dos cistos apds a peroxidagao.

Na analise dos dois processos, levando-se em consideragdo os oocistos de
Cryptosporidium spp., verifica-se que o0 numero total recuperado e avaliado foi
bastante semelhante, ou seja, 42 organismos apdés o POA e 48 apds a peroxidagao
(Figura 64).
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Figura 64: Numero de oocistos de Cryptosporidium spp. apés os 6 ensaios de peroxidacao e os 6
ensaios de POA

Com relacéo aos danos causados a parede dos oocistos de Cryptosporidium
spp. o POA causou alteracdo de forma em 2,4 % dos oocistos, enquanto que a

peroxidagao causou somente alteragao no padrao de fluorescéncia.

Uma seqléncia de imagens dos cistos de G. duodenalis e oocistos de
Cryptosporidium spp., respectivamente, em amostra bruta, apos peroxidagéo e apos
POA auxiliam na visualizagdo comparativa da agcao dos processos sobre estes
organismos (Figura 65 e 66). Conforme ja apresentado, nos ensaios realizados nas
condicdes da segunda etapa experimental (15 mg H02 e 44 mW s cm™ UV), poucos
foram os cistos e oocistos observados e relatados com alteragdes de forma.
Portanto, tendo o organismo somente a alteragdo de fluorescéncia, a verificagao
desta alteragdo com a visualizagdo na analise em MEV, foi prejudicada. Isso ocorre
porque algumas alteracbes na superficie da parede do protozoario sé serdao
percebidas na falha da ligagdo antigeno-anticorpo, que € observada com RID e, nem

sempre tais falhas sao visiveis pela visualizagdo com MEV.
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Figura 66: Oocisto de Cryptosporidium spp. em amostra bruta 3000x (a), ap6s peroxidagao 3000x (b) e apés POA 3000x (c)

Dissertacdo de Mestrado — Regiane Aparecida Guadagnini Fagnani — FEC/UNICAMP (2010)



Capitulo 5: Resultados e Discussées 106

Com relagao a observacado do fundo do campo, nos ensaios da segunda etapa
experimental, tomou-se o cuidado de captar imagens do campo para melhor ilustrar a
acao dos agentes oxidantes dos processos (Figura 67). Assim, pode-se verificar que
apos os ensaios de POA (Figura 67-b), a visualizagao era facilitada, pois 0 campo era

mais limpo do que as que eram realizadas com amostra pos peroxidagao (Figura 67-a).
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Figura 67: Campo microscépico apos peroxidagao (a) e POA (b) na MEV (650x).

Isto ocorreu provavelmente pela acédo sinérgica existente no POA entre o
oxidante (peréxido de hidrogénio) e a luz ultravioleta, com a consequente formagao do

radical hidroxila, um poderoso e néo seletivo oxidante.

5.4 Monitoramento do peroxido de hidrogénio

5.4.1 Monitoramento do Perdxido de Hidrogénio (H,O,) da Primeira etapa

de experimentos.

Para o monitoramento do consumo do oxidante foi utilizado um método baseado

na reagao de oxido-reducéo entre o peroxido de hidrogénio presente na solugao e o ion
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metavanadato numa solucdo acida. A detecgcdo foi realizada utilizando-se da
espectofotometria, L = 450 nm (Nogueira et al, 2005). Para tanto, foi necessario que se

confeccionasse uma curva analitica (Figura 68).
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Figura 68: Curva analitica para determinagéo da concentragéo de H,0,

A partir da curva analitica pode-se determinar a quantidade de peroxido de
hidrogénio inicialmente adicionada a agua sintética com a inoculagéo dos protozoarios
e, a quantidade de perdxido remanescente no final do ensaio. Portanto, foi possivel
determinar-se o consumo do oxidante nos processos estudados. Foi realizada a
quantificacdo de consumo de peroxido de hidrogénio em dois ensaios de POA e dois

ensaios de peroxidacdo. Os resultados estdo apresentados na Tabela 09.

Tabela 09: Consumo de peroxido de hidrogénio nos diferentes tipos de processos

Ensaio H,O; inicial (mmol L") H,0; final (mmol L") Consumo de H,0, (mmol L)

H>0- 215,64 211,67 3,97
H>0- 210,01 204,38 5,63
POA 216,49 207,55 8,94
POA 206,7 202,39 4,31

Pode-se verificar que em média, o consumo de peréxido de hidrogénio foi maior

nos POA do que nos ensaios onde se aplicou o oxidante isoladamente.
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5.4.2 Monitoramento do Peréxido de Hidrogénio (H,O,) da Segunda etapa

de experimentos.

Nos ensaios realizados na segunda etapa experimental o consumo de perdxido
de hidrogénio foi muito pequeno, tanto para os ensaios de peroxidagédo quanto para o
POA. Acredita-se que a dose de UV nao tenha possibilitado a geragdo de uma grande
quantidade de radicais hidroxila, ndo sendo possivel a detecgao deste consumo. Assim,
o consumo de peroxido de hidrogénio se encontrou abaixo do limite de detecgéo que foi
determinado em 0,0797 mmol L. Isso seria possivel, pois segundo Betancourt, Rose
(2004), a vazao influencia na eficiéncia da luz UV, podendo se obter diferentes taxas de
geracgao de radicais hidroxila ou mesmo desinfec¢gdo com variagdes, baseada na vazao
do efluente. Segundo Chen et al (2009) a utilizagdo da radiagdo UV em um sistema de
fluxo continuo é complexa, sendo necessaria a sua avaliacdo de acordo com as

caracteristicas do projeto e do efluente a ser desinfetado.

5.5 Comparacao entre as concentragdes do oxidante e a dose da luz UV

utilizadas nos ensaios de POA

Em relagdo ao numero de organismos recuperados, cistos de G. duodenalis
foram observados em maior numero apds os experimentos onde a concentragao de

peroxido e doses de UV foram menores (Figura 69).
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Figura 69: Numero de cistos observados de G. duodenalis apés POA

Verificou-se uma grande quantidade de cistos apds a maior dose de UV (5.472
mW s cm? e 6 g H202) o que pode ser explicado, novamente, pela agregacdo dos

organismos utilizados nos primeiros ensaios realizados.

Com a menor dose de UV utilizada, 44 mW s cm™ e 15 mg H,O,, observou-se
uma reducao do numero de cistos de G. duodenalis na maioria dos ensaios realizados
(Figura 70), além disso, a porcentagem de cistos de G. duodenalis com alteragéo de
fluorescéncia foi a maior alcancada em todas as condi¢cdes estudadas, apresentando

41,5 % dos cistos.
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Figura 70: Porcentagem de reducéo de cistos de G. duodenalis apés POA

A alteragao de fluorescéncia foi observada em 41,5 % e alteragdo de forma em
3,8 % dos cistos apds a aplicagdo da menor concentragcédo de perdxido e menor dose de

radiagcao UV.

Com relagao aos oocistos de Cryptosporidium spp., verificou-se que a utilizagéo
de uma dose de UV de 5472 mW s cm™ e 6 g H20,, resultou na recuperagao de
apenas dois oocistos de Cryptosporidium spp. e, assim, pode-se inferir que esta dose
foi o suficiente para a destruicdo das formas ou, a degradagao dos epitopos da parede
do organismo, impossibilitando a ligacao antigeno-anticorpo. O mesmo foi observado
apods a utilizacdo da dose de 2.736 mW s cm™ e 6 g H20,. Sendo assim, pode-se inferir
que estas doses sdo eficientes na redugdo de oocistos de Cryptosporidium spp.
Verificou-se também que, ap6s a utilizacdo de uma menor dose de UV (44 mW s cm? e

15 mg H,0-) obteve-se recuperagao de um niumero maior de organismos (Figura 71).
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Figura 71: Numero de oocistos de Cryptosporidium spp. apés POA

Verificou-se que a redugao da dose de UV nao influenciou na agao do processo
nem em relacdo aos oocistos de Cryptosporidium spp. quanto aos cistos de G.
duodenalis. A menor reducao de oocistos de Cryptosporidium spp. foi obtida apds a
reducdo da concentragdo de perdxido de hidrogénio para 15 mg L™ que ocorreu nos

ensaios com utilizagdo de menor dose de UV 44 mW s cm™ (Figura 72).
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Figura 72: Porcentagem de redugao de oocistos de Cryptosporidium spp. apés POA

Com relagao aos danos observados nos oocistos de Cryptosporidium spp. apos
os ensaios de POA, observou-se que o dano obtido pelos organismos recuperados foi
bem pronunciado, ja que a maioria dos organismos (59,5 %) apresentou alteragdo de

fluorescéncia e em 2,4 % foram constatadas altera¢des de forma.

Quanto a avaliagdo dos processos de desinfeccdo, vale ressaltar que as
metodologias utilizadas em muitos estudos disponiveis na literatura, sdo do tipo
“‘batelada” sem recirculagdo onde a solugdo aquosa, em geral, € de um pequeno
volume (menos que 100 mL), inoculada com grande concentragdo de protozoarios
(cerca de 10° organismos) e ficam sob a irradiacdo UV pelo tempo estipulado para a
dose desejada. E utilizada uma placa de Petri, com a solugdo contendo os organismos
que geralmente fica sobre um agitador e a uma distancia pré-estipulada da Iampada

(LI et al, 2008, SHIN et al, 2009).

Este método difere do adotado no presente estudo onde um volume maior, de
1000 mL, é circulado pelo tempo necessario até que se alcance a dose estipulada, por

um sistema complexo, com bomba, mangueiras e o reator fotoquimico. Este sistema,
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embora de bancada, se assemelha aos reatores instalados em esta¢gdes de Tratamento

de Agua, para desinfecgao por UV.

A diferenca de método deve ser considerada, pois a movimentagao dos
organismos no liquido que estd sendo desinfetado é diferente, podendo afetar o
alcance da irradiacdo no organismo, interferindo, portanto na eficiéncia final do

processo.
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6. Conclusoes

O Processo oxidativo avangcando com a utilizagao de dose de irradiagao UV de
5.472 mW s cm™ e concentragdo de peréxido de hidrogénio de 6 g L™ permitiu a

redugao de oocistos de Cryptoporidium spp. e cistos de Giardia duodenalis;

Os organismos recuperados e observados apdés o POA com dose de irradiagao
UV de 5.472 mW s cm™ e concentragdo de peréxido de hidrogénio de 6 g L™
foram 2 oocistos de Cryptosporidium spp. com alteragcdo de forma e/ou
fluorescéncia e 63 cistos de Giardia duodenalis, sendo que 46,0 % deles

apresentaram algum tipo de dano na forma e/ou na fluorescéncia;

O Processo oxidativo avangando com a utilizacdo de dose de irradiacdo UV de
44 mW s cm™ e concentracdo de peréxido de hidrogénio de 15 mg L™ alterou
45,3 % dos cistos de Giardia duodenalis e dos 61,9 % dos oocistos de

Cryptosporidium spp. na forma e/ou na fluorescéncia;

Segundo os resultados pode-se inferir que o POA, nas condigbes estudadas,
pode ser utilizado como processo de desinfeccdo para inativacdo dos

protozoarios avaliados;

Oocistos de Cryptosporidium spp. mostraram-se mais sensiveis ao POA quando

comparado com os cistos de Giardia duodenalis.
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