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RESUMO

O presente trabalho visou desenvolver um procedimento para a desinfeccao
de é&guas através da inativacdo fotodinAmica de micro-organismos e posterior
remocgéo dos fotossensitizadores. A fotoinativagdo de Escherichia coli foi realizada
utilizando sistema de irradiacdo luminosa PHLS (Policromatic Halogen Light System)
e Azul de Metileno e Rosa de Bengala como fotossensitizadores, corantes catidnico
e anidnico, respectivamente. A separacdo de fases entre os fotossensitizadores e a
amostra analisada foi estudada através de coagulacdo, sendo utilizadas as
sementes de Moringa oleifera trituradas, Quitosana em p6 e Sulfato de aluminio
comercial. Todos os experimentos foram realizados previamente em amostras de E.
coli (ATCC: 25922) preparadas com turvacdo de aproximadamente 01 na escala de
Mac Farland e posteriormente em amostra de efluente proveniente da Estacdo de
Tratamento de Esgoto de Uberlandia - MG. Os resultados obtidos foram bastante
expressivos tanto na fotoinativacdo, quanto na remocédo dos fotossensitizadores,
sendo a Moringa oleifera o melhor coagulante utilizado, tendo conseguido remover
da amostra de efluente 96,9% do Rosa de Bengala e 75,9% do Azul de Metileno,

ambos em uma concentracéo de 3,91x10° mol L™

Palavras-chave: Inativacao fotodinamica. Escherichia coli. Remocéo de corantes.



ABSTRACT

This work aimed to develop a procedure for disinfecting water by
photodynamic inactivation of microorganisms and subsequent removal of
photosensitizers. The Escherichia coli photoinactivation was performed using PHLS
(Policromatic Halogen Light System) light system irradiation, Methylene Blue and
Rose Bengal as photosensitizers, cationic and anionic dyes , respectively. The
phase separation between the photosensitizers and the analyzed sample was
studied by coagulation, being used the crushed seeds of Moringa oleifera, Chitosan
powder and commercial Aluminum Sulphate. All experiments were performed
previously in samples of E. coli (ATCC 25922) prepared with a turbidity of about 01
on the Mac Farland scale and later in a sample of effluent from the Sewage
Treatment Plant of Uberlandia - MG. The results were quite significant as much
photoinactivation as the photosensitizers removal, being Moringa oleifera the best
coagulant used, able to remove, from effluent sample, 96.9% Rose Bengal and
75.9% Methylene Blue, both at a concentration of 3,91x10™ mol L™,

Keywords: Photodynamic inactivation. Escherichia coli. Removal Dyes.



1. INTRODUGAO
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1.1 Inativagéo Fotodinamica

A inativacdo fotodindmica ou fotoinativacdo é o nome dado ao processo,
proveniente da terapia fotodindmica, que causa morte de micro-organismos
utilizando luz em conjunto com um corante natural ou sintético, também chamado de
fotossensitizador (PERUSSI, 2007). Na presenca de oxigénio e de luz de
comprimento de onda adequado, o fotossensitizador gera espécies reativas de
oxigénio (EROs) que tém tempo de vida extremamente curto e alta reatividade,
sendo esse processo chamado de fotossensitizacdo (MACHADO, 2000). E desejavel
gue os fotossensitizadores tenham baixa toxicidade na auséncia de luz e elevada
seletividade ao alvo de ataque desejado, assim apenas a area de incidéncia
luminosa sera afetada e somente 0s micro-organismos indesejaveis sdo atacados
(SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002).

O fotossensitizador pode se ligar as células microbianas por diferentes
caminhos como interacgéo eletrostatica e difusdo. E conhecido que bactérias Gram-
positivas sdo mais suscetiveis a inativacdo fotodinamica do que as bactérias Gram-
negativas, que possuem uma bicamada lipidica na sua membrana externa que
dificulta a penetracdo de substancias. As bactérias Gram-positivas tém uma
facilidade maior em absorver o0s corantes, facilitando o processo de
fotossensitizacdo. Tanto bactérias Gram-positivas, quanto as Gram-negativas
mostram-se mais sensiveis a fotossensitizadores catidnicos devido a maior interacéo
eletrostatica destes corantes com certas partes da superficie bacteriana (ERGAIEG;
SEUX, 2009).

A Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa presente na flora intestinal
de humanos e outros animais, é responsavel por algumas doengas como a enterite,
sendo seu monitoramento em aguas imprescindivel para avaliar a potabilidade da
mesma ou hdo (MARGALL et al., 1997).

O azul de metileno é um fotossensitizador mono-catiénico, cuja sintese foi
descrita em 1876, que apresenta absor¢cdo maxima em 664nm, baixa toxicidade e
boa atividade fotodinamica, além de ser bastante acessivel financeiramente (PAULA
et al., 2010). O rosa de bengala € um fotossensitizador di-anidnico, apresenta

absorcdo maxima em 549 nm e é usado comumente em testes para deteccdo de
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brucelose (PESSEGUEIRO; BARATA; CORREIA, 2003). A estrutura quimica destes

fotossensitizadores € apresentada na Figura 1.

Rosa de Bengala (RB) Azul de Metileno (AM)
1017.64 373.90
cl
ci cl

o
' S c-
o Gl 4 & & L
e e - -ty
ol ,L\[ cH, cH,
S .
1

Figura 1: Estrutura quimica do Rosa de Bengala e do Azul de Metileno (ERGAIEG; SEUX,
20009).

1.2 Tratamento de aguas e efluentes

A cada ano tem se tornado mais necessario o tratamento para reutilizacéo de
aguas e descarte de efluentes. A presenca de determinados micro-organismos nas
aguas podem causar doencas aos seres humanos ao consumirem a mesma, assim
como também podem gerar um desequilibrio no ecossistema aquatico. A Tabela 1

mostra as principais doenc¢as que o0 homem pode contrair por via hidrica.

Tabela 1: Principais doencas de veiculacao hidrica (DANIEL et al., 2001).

. . Fontes de
Doenca Agente etioldgico Sintomas . .
contaminacao
Febres tifoide e Salmonella typhi Febre elevada, Fezes
paratifoide Salmonella paratyphi A e B diarreia humanas
. : : . : o Fezes
Disenteria bacilar Shigella dysenteriae Diarreia
humanas
Diarreia,
Disenteria _ _ abscessos no Fezes
_ Entamoeba histolytica ] . _
amebiana figado e intestino humanas
delgado

(continua)



(continuacéao)
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o _ Fontes de
Doenca Agente etiol6gico Sintomas _ .
contaminagé&o
Diarreia,
anorexia, dor
o _ _ Fezes
) o Cryptosporidium parvaum, intestinal,
Criptosporidiose o _ ] humanas e de
Cryptosporidium muris nausea, o
o . animais
indigestéao,
flatuléncia
Fezes
] o Diarreia e humanas e
Colera Vibrio cholerae _ . ]
desidratacéo aguas
costeiras
Diarreia, nausea, Fezes
Giardiase Giardia lamblia indigestao, humanas e de
flatuléncia animais
] i ) . . Fezes
Hepatite A e B Virus da hepatite Ae B Febre, ictericia
humanas
o ] . . Fezes
Poliomielite* Virus da poliomielite Paralisia
humanas
Escherichia coli,
Campylobacter jejuni,
_ Yersinia enterocolitica, Fezes
Gastroenterite o Diarreia
Aeromonas hydriphila, humanas

Rotavirus e outros virus

entéricos

*Enfermidade erradicada no Brasil

Diariamente, toneladas de efluentes, tratados ou ndo, sdo descartados em

rios e lagos. No Brasil apenas 37,5% do esgoto gerado passa por algum tipo de

tratamento, muitas comunidades ribeirinhas utilizam da agua destes rios no seu dia-

a-dia (TRATA BRASIL, 2013). Desta forma, torna-se imprescindivel a monitoracao e

eliminac&o de micro-organismos das aguas e, principalmente, efluentes.
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O tratamento convencional para eliminagcdo de micro-organismos da &agua
utiliza de compostos com cloro, tais como cloro gasoso, hipoclorito de sédio entre
outros. O grande problema deste tipo de desinfeccdo € o numero elevado de
subprodutos gerados, como os trihalometanos (THMs), muitos desses subprodutos
sdo comprovadamente prejudiciais a satde humana, podendo causar desde irritacéo
ocular, anemia, danos ao sistema nervoso central ou até alguns tipos de céncer
(BATTERMAN; ZHANG; WANG, 2000) (USEPA, 2012). Varias pesquisas cientificas
demonstram os perigos que os subprodutos formados apés a cloracdo de agua
podem gerar, sendo pesquisadas varias formas alternativas de desinfeccao que nao
utilize compostos clorados. Algumas pesquisas focam na construcéo de sistemas de
desinfeccdo que utilizem radiacéo ultravioleta (UV), luz solar, compostos naturais,
entre outros (DANIEL, 2001).

A inativacao fotodindmica de aguas € um procedimento pouco explorado no
meio cientifico devido a dificuldade apresentada em remover os fotossensitizadores
utilizados no processo. Desta forma, prefere-se imobilizar os fotossensitizadores em
fase heterogénea facilitando sua remoc¢ao, um exemplo sdo as pesquisas utilizando
fotossensitizadores imobilizados em membranas de quitosana que tém se mostrado
bastante promissoras (BONNETT et al., 2006) (PERUSSI , 2007).

Uma vez que os fotossensitizadores nada mais sdo do que corantes que
apresentam atividade fotodinamica, é possivel correlacionar pesquisas relativas a
remocao de corantes industriais com aquelas que buscam solucionar o problema
dos fotossensitizadores utilizados em procedimentos de fotoinativacao.

A remocédo de corantes pode ser feita por diversas maneiras, no entanto a
mais comum e mais estudada tém sido a coagulacdo quimica dos mesmos. Esta,
inclusive, serve como parametro de referéncia da legislacdo brasileira, que né&o
permite a presenca de corantes, que ndo possam ser removidos por coagulacao,
sedimentacdo e filtracdo, em nenhum tipo de dgua (CONAMA, 2005).

A coagulacdo tem como finalidade principal a separacdo de materiais
coloidais em suspenséo e ou dissolvido, desta forma a cor proveniente dos corantes
se encaixa em tal requisito. A coagulacdo é o processo pelo qual o agente
coagulante age reduzindo as forcas que impedem as particulas soélidas de se
manterem unidas e € complementada pela floculacdo que faz com que estas

particulas se aglomerem permitindo a formacédo de uma particula maior possivel de
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ser removida. Para que a coagulacdo seja eficiente € necessario realizar agitacédo
intensa para que ocorra interacdo entre o coagulante e a 4gua (VAZ et al., 2010).

Os coagulantes mais utilizados sdo os sais de aluminio, que se mostram
bastante eficientes em suspensdes cujos valores de pH estejam entre 5,0 e 8,0, mas
o grande problema é o descarte do lodo gerado, ja que o aluminio é toxico para
diversas organismos (MATOS et al.,, 2007). Alguns de seus efeitos toxicos séo
alteracbes enzimaticas, substituicdo de ions presentes no organismo humano,
elevacao da fluidez de membranas lipidicas, entre outros. Testes em animais
demonstraram alterag6es cromossémicas, além de indicios de mutacdes no DNA e
correlagdo com a doencga de Alzheimer (COSTA, 2011).

Varios coagulantes de origem vegetal tém sido estudados, entre eles
destacam-se a Quitosana e as sementes de Moringa oleifera Lam.

A Moringa oleifera Lam (Figura 2) é uma planta tropical, da familia
Moringacea, tém mais de quatorze espécies identificadas, pode chegar a 10 metros
de altura, uma arvore da planta pode produzir cerca de 2000 sementes por ano
(PRITCHARD et al., 2010). Originaria do norte da India, no Brasil, os primeiros
registros sado da década de 1950 no Nordeste do pais. Varios estudos mostram que
as suas sementes possuem propriedades coagulantes, ndo sdo tOxicas para 0s
seres humanos e nem para os demais animais. (NDABIGENGESERE; NARASIAH,
1998)
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(c)Sementes

(d) Sementes sem
casca

(@) Arvore (mVagens

Figura 2: Moringa oleifera Lam. a) Arvore b) Vagens c) Sementes d) Sementes sem casca
e) PO (PRITCHARD et al., 2010)

Todas as partes da planta podem ser aproveitadas, seus usos sao variados
desde a alimentacdo, fornecendo vitaminas A e C, como na producdo de oOleos,
cerca viva e, popularmente, como remeédio natural para infeccbes cutaneas
(RANGEL, 1999).

As propriedades coagulantes da Moringa oleifera sédo atribuidas a presenca
de proteinas catibnicas soluveis presentes nas sementes. (NDABIGENGESERE;
NARASIAH; TALBOT, 1995). Em 1995, uma proteina floculante desta planta foi
isolada por Gassenschmidit e colaboradores. As macromoléculas da proteina,
guando colocadas na &gua, se ionizam e provocam a desestabilizacdo das
particulas de impurezas, provocando a sua coagulacdo (ESNARRIAGA, 2010).

A guitosana é um polissacarideo, encontrado em alguns fungos, que pode ser
obtido através da acetilagdo da quitina. E um polimero natural, cuja estrutura é
apresentada na Figura 3, atéxico e biodegradavel. E usada em indUstrias
alimenticias, cosmética, farmacéutica, biomédica, téxteis entre outras (DIAS et al.,
2013) (SILVA, SANTOS, FERREIRA, 2006).
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Figura 3 : Estrutura quimica da quitosana (SILVA, SANTOS, FERREIRA, 2006)

Varios trabalhos de remocéo de corantes tém mostrado que a quitosana em
po tem propriedades coagulantes bastante evidentes mesmo em baixas
concentragdes (VAZ et al., 2010) (VALVERDE et al., 2013).



2. OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS
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A inativacdo fotodindmica de micro-organismos € um procedimento bastante
eficiente que tem sido amplamente estudado no meio cientifico. Grande parte dos
estudos realizados tem como foco principal o tratamento topico de doencas, como
por exemplo, alguns tipos de micose.

O uso desse método na desinfeccdo de aguas tem sido pouco estudado
devido a grande dificuldade de remover os fotossensitizadores usados. Desta forma,
0 objetivo principal deste trabalho foi obter a fotoinativagcéo eficiente de Escherichia
coli, uma bactéria Gram-negativa que apresenta certa tolerdncia a inativacao
fotodinamica, supondo-se, assim, que caso a inativacdo seja eficiente para este
modelo celular ser4 também para outros micro-organismos, bem como remover 0s

fotossensitizadores utilizados.

Foram determinados 0s seguintes objetivos especificos para o presente
trabalho:

e Realizar procedimentos de fotoinativagdo de Escherichia coli;

e Confrontar a eficiéncia do método desenvolvido com procedimentos
convencionais de desinfec¢céo, como a cloracao;

e Avaliar estratégias adequadas para a remocdo ou degradacdo do
fotossensitizador residual;

e Estudar o efeito de diferentes coagulantes para remocdo do
fotossensitizador;

e Estudar o tempo de espera e as alteracbes da eficiéncia da
coagulacao;

e Realizar testes em amostra real.



3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
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3.1 METODOLOGIAS

Todas as metodologias citadas foram realizadas no Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Uberlandia, sendo grande parte delas feitas no Laboratério
de Bioquimica e Fotobiologia (Labiofot). Todos os testes foram realizados
previamente em suspensdo bacteriana preparada no laboratério e posteriormente
em amostra de efluente de esgoto cedida pelo DMAE — Uberlandia (Departamento
Municipal de Agua e Esgoto).

3.1.1 Inativagcéo de Escherichia coli

Realizou-se testes de fotoinativagdo de Escherichia coli (ATCC: 25922),
fornecida de pelo Laboratorio de Microbiologia da Universidade Federal de

Uberlandia.

3.1.1.1 Suspensdao bacteriana de Escherichia coli

Retirou-se uma pequena quantidade de Escherichia coli cultivada em agar
EMB (Agar Eosina Azul de Metileno — HIMEDIA) para preparacdo da suspens&o
bacteriana em soro fisiol6gico estéril (solucao estéril de 0,9% de NaCl) com turvacéo

de aproximadamente 01 na escala de Mac Farland.

3.1.1.2 Preparacédo dos fotossensitizadores

Solucbes dos fotossensitizadores, Azul de Metileno (Vetec) e Rosa de
Bengala (Vetec), foram preparadas na concentracdo de 5x10° mol L. Essa
concentracdo foi usada por Paula et al.(2010), mostrando a eficiéncia da inativacéo

fotodinamica do azul de metileno.
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3.1.1.3 Determinagéo das curvas de absorcéao dos fotossensitizadores

As curvas de absorcdo dos fotossensitizadores foram obtidas no Laboratorio
de Filmes Poliméricos (Lafip) do IQ-UFU utilizando-se o espectrofotbmetro UV-
1650PC da marca Shimadzu.

3.1.1.4 Determinacao do espectro de emisséo do aparelho utilizado

O espectro de emissao luminosa utilizado nos testes de inativagéo foi obtido
no Laboratério de Fotoquimica do 1Q-UFU utilizando-se o espectrometro de fibra

Optica SD2000 da Ocean Optics, acoplado com corretor de cossenos no detector.

3.1.1.5 Testes de fotoinativacao

Para realizar as microdiluicdes seriadas em placas de 96 pocos, utilizou-se
uma micro-pipeta automatica (10-100 pyL) para adicionar a cada po¢o 50 pyL da
substancia a ser testada (ou sua diluicdo em soro fisiolégico estéril), seguida de 50
ML da suspensao bacteriana.

Esta metodologia também foi desenvolvida durante este trabalho, respeitando
as normas vigentes da ANVISA e proporcionando melhor eficacia de processo e
menor indice de contaminacao possivel (FERRARO et al.,2003).

No poco 1 das linhas A, B, C, D, E e F da placa de 96 pocos foi adicionado o
fotossensitizador a ser testado sem dilui-lo, a partir da coluna 2 fez-se uma diluicédo
seriada, utilizando-se soro fisiologico estéril, dividindo-se a concentracdo da
substancia a ser testada pela metade a cada coluna.

Nas linhas A, B e C foram realizados testes com Azul de metileno e nas linhas
D, E e F foram realizados testes com Rosa de Bengala.

A linha H da placa foi destinada para realizacdo de controles para o
experimento. Nos pocos das colunas 1, 2 e 3 foram adicionados, separadamente, 50
pL da diluicdo da suspenséo bacteriana. Nos pocos 4, 5 e 6 foram adicionados 50 pL
do soro fisiologico estéril. E nos pocos 7, 8 e 9 foram adicionados 100 uL o caldo de

crescimento bacteriano isoladamente. Estes testes foram feitos a fim de se verificar
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gue ndo houvesse nenhum tipo de contaminacéo das solucdes utilizadas. Todos os
testes foram realizados em triplicata. Nao se utilizou a linha G, mantendo-a, apenas,
como separador entre 0s poc¢os utilizados na fotoinativagéo e os controles usados.

Os testes foram realizados em duas placas com composi¢cédo idénticas.
Ambas, permaneceram na estufa a 37 °C por 20 minutos para que houvesse uma
interacdo entre o fotossensitizador e a suspensdo bacteriana. Ap6s este periodo,
uma placa foi irradiada durante 20 minutos por uma fonte luminosa produzida em
nosso laboratério, nomeada de PHLS (Policromatic Halogen Light System), que
utiliza uma lampada halégena proveniente de retroprojetores acoplada em uma
caixa metélica que fornece alimentacdo elétrica em conjunto a uma cuba de
refrigeracdo retangular de vidro oca que permite o fluxo continuo de agua visando a
refrigeracao proximo a amostra (Figura 4). A outra placa permaneceu em recipiente
escuro para que se pudesse comparar se a inativacdo das bactérias ocorreu pela

citotoxidade do fotossensitizador ou pela interagcéo fotossensitizador-luz.

Figura 4: Fonte luminosa PHLS (Policromatic Halogen Light System)

Apés este periodo, foram adicionados em cada poc¢o 100 pL do caldo Rapid
Hicoliformes Broth (HIMEDIA) também estéril e entdo as placas foram transferidas
para estufa a 37 °C onde foram mantidas por 24 horas. Este caldo tem a
caracteristica de apresentar cor amarela quando ndo ha o crescimento de bactérias
Gram-negativas e cor azul, com fluorescéncia na presenca de luz ultravioleta,

guando h& crescimento destes micro-organismos.
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3.1.1.6 Testes de inativagao utilizando hipoclorito de s6dio

Como o hipoclorito de sodio € um agente antimicrobiano altamente eficaz,
realizou-se este teste para fins comparativos de eficiéncia da inativagao
fotodinamica.

Assim como os testes de fotoinativacdo, o método da microdiluicdo seriada
citado anteriormente também foi utilizado.

Nos pocos 1, 2 e 3 da linha A da placa de 96 pocos (figura 5) foi adicionado o
hipoclorito de sédio 4-6% (Vetec) sem dilui-lo, a partir da linha B fez-se uma diluicao
seriada, utilizando-se soro fisiol6gico estéril, dividindo-se a concentracdo da
substancia a ser testada pela metade a cada coluna. Ao final da linha H continuou a
diluicdo para as colunas 4, 5 e 6 da linha A, repetindo 0 mesmo procedimento para
as colunas 7,8 e 9.

As colunas 10, 11 e 12 serviram de controle, sendo adicionada da linha A
apenas a suspensao bacteriana, na linha B apenas a solucdo de soro fisiologico
estéril e para a linha C apenas o caldo de crescimento bacteriano.

Foram adicionados em cada poco 100 pL o caldo de crescimento bacteriano e
entdo as placas foram transferidas para estufa a 37 °C onde foram mantidas por 24

horas.
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Figura 5: Diluigbes realizadas nas placas de 96 pocos
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3.1.1.7 Variacéo da temperatura gerada pelo PHLS

O aumento da temperatura foi realizado utilizando os mesmos parametros
do teste de fotoinativagdo. Um termdmetro de mercurio foi inserido dentro dos pogos
com 100 pL de agua, antes e a cada 5 minutos em um total de 30 minutos.

3.1.2 Coagulacao

3.1.2.1 Estudo dos coagulantes

Os testes de coagulacao foram realizados adicionando-se o coagulante a ser
testado em solucdo do corante com a concentragcdo previamente determinada
através dos testes de inibigdo bacteriana. Utilizou-se um agitador mecéanico Fisatom
713D por 3 min em velocidade de rotagdo de 90-100 rpm (VALVERDE et al., 2013).

A absorcéo dos corantes foi medida antes da adicdo do coagulante, apds 2h
de espera e ap6s 24h do término da agitacdo. Todos os béqueres ficaram em
penumbra a temperatura ambiente.

Foram utilizados como coagulantes as sementes sem casca e trituradas de
Moringa oleifeira, Quitosana em p6 comercial (Polymar) e sulfato de aluminio
(Al2(S0O4)3) comercial. Os testes com a suspensdo de E. coli foram realizados
variando-se a concentracdo do coagulante para determinar a melhor concentracao
de cada coagulante para remocdo de cada fotossensitizador estudado (VAZ et al.,
2010). Apds esta determinacéo, efetuou-se 0 mesmo procedimento com a amostra
de efluente tratada com o fotossensitizador. Todos os testes foram realizados em

triplicata.

3.1.2.2 Difracéo de Raios X (DRX)

Realizou-se a difratometria para fins comparativos da cristalinidade do sulfato
de aluminio comercial com o sulfato de aluminio Sigma-Aldrich de pureza 99%. Este
procedimento foi realizado uma vez que o sulfato de aluminio comercial tem um

custo extremamente baixo, sendo preferivel utiliza-lo. Assim, para garantir que suas
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propriedades cristalinas eram compativeis com o sulfato de aluminio mais puro,
obteve-se o difratograma comparativo.

O difratograma de raios X do sulfato de aluminio foi obtido a temperatura
ambiente, com intervalo de 26 de 5 a 85° velocidade de varredura de 2°/min e
resolucdo de 0,02°. O equipamento utilizado foi um difratbmetro Shimadzu LabX
XRD-6000, operando a uma poténcia de 40 kV com 30 mA de corrente e radiacao
proveniente de Cu Ka (1,5406 A). As amostras realizadas por esta técnica foram
previamente secas a 50°C durante 12 horas em uma estufa. Essas medidas foram
realizadas no Laboratério Multiusuarios do Instituto de Quimica da Universidade

Federal de Uberlandia.

3.1.2.4 pH

O pH das amostras foi medido com pHmetro da marca Bel enginneering W38
calibrado com temperatura de 24 °C. Todas as medidas foram realizadas apos a
concluséo dos testes realizados.

N&o houve correcdo de pH em nenhum experimento realizado.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Inativag&o de Escherichia coli

4.1.1 Determinagéo das curvas de absorg¢éo dos fotossensitizadores

As curvas de absorcédo dos fotossensitizadores, ilustradas na Figura 6, nos
mostram que a solucdo de Rosa de Bengala preparada experimentalmente tem
absorcdo maxima em 543 nm, ja a solucdo de Azul de Metileno tem absorcdo

maxima em 664 nm.

1,0 4 — Rosa de Bengala
—— Azul de Metileno

0,8

0,6

Absorbancia

0,4

0,2 4

0.0 T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de Onda (nm)

Figura 6: Curvas de absorc¢ao dos fotossensitizadores

Desta forma, esses foram os comprimentos de onda adotados para as

determinacdes espectrofotométricas dos corantes utilizados.
4.1.2 Determinacao do espectro de emisséo do aparelho PHLS

A Figura 7 ilustra a emissdo do aparelho PHLS utilizado nos testes de

inativacdo, e evidencia que h4 uma grande janela de emissdo (aproximadamente
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entre 500 e 700 nm) o que torna o aparelho vidvel para testes com

fotossensitizadores com diferentes picos de absorcéo.
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Figura 7: Emissao do aparelho PHLS

Esta janela de emissdo permite a utilizacdo deste equipamento em testes

utilizando o Azul de Metileno e o Rosa de Bengala como fotossensitizadores.

4.1.3 Testes de fotoinativacéao

Os testes de fotoinativacdo nos forneceram os resultados apresentados nas
Figuras abaixo. O caldo de crescimento bacteriano tornou-se azul fluorescente na
presenca de luz ultravioleta, evidenciando o crescimento microbiano. As Figuras 8a
e 8b mostram resultados realizados com a suspensdo bacteriana preparada no
laboratério. As Figuras 9a e 9b mostram os resultados obtidos com a amostra de
efluente.
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Figura 8: Testes de fotoinativagdo com suspensao bacteriana a) Com irradiagdo luminosa

b) Sem irradiacdo luminosa

As Figuras 8a e 8b permitem a conclusdo de que o Rosa de Bengala se
mostrou bastante eficiente para a inativacdo de Escherichia coli, uma vez que na
presenca de irradiacdo luminosa houve inibicdo de todas as diluicbes testadas e
sem a irradiacdo luminosa houve crescimento bacteriano em todos 0s po¢os. Assim,
€ evidente que o Rosa de Bengala é menos citotéxico do que o Azul de Metileno,
gue em mesma concentracao também inibiu totalmente as diluicdes irradiadas com
luz, mas que sem a presenca de luz houve morte bacteriana até a concentracdo
6,25x10™* mol L™, o que evidencia que este fotossensitizador tem certo potencial
citotoxico para a bactéria testada.

Figura 9 : Testes de fotoinativagdo com amostra de efluente a) Com irradiacdo luminosa

b) Sem irradiacdo luminosa

Experimentos de contagens de unidades formadoras de col6nias (UFCs)

foram realizados, utilizando-se de varias diluicbes da amostra de efluente e em todas
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elas houve crescimento de incontaveis UFCs, caracterizando-se assim que a
quantidade de bactérias presente na amostra de efluente € bem maior do que a
testada anteriormente. As figuras 9a e 9b confirmam este fato, j& que mesmo na
presenca de luz certa quantidade de bactéria sobreviveu ao efeito fotodinamico.
Apesar desta grande quantidade de bactéria presente no efluente, o Rosa de
Bengala se mostrou um fotossentizador melhor do que o Azul de Metileno, este
ultimo manteve-se mais citotéxico, mas houve uma leve citotoxicidade apresentada
pelo Rosa de Bengala que na amostra laboratorial ndo foi observada. Talvez isso
tenha ocorrido devido a alguma interacdo do fotossensitizador com substancias
presentes na amostra, formando outras substancias que causam a morte bacteriana,

justificando assim o aumento da citotoxicidade.

4.1.4 Testes de inativacado utilizando hipoclorito de sédio

A fim de se comparar a eficiéncia do método proposto foram realizados testes
utilizando hipoclorito de sodio.

As Figuras 10a e 10b nos dao o resultado da inativacdo da suspensédo de
Escherichia coli e da amostra de efluente, respectivamente, utilizando hipoclorito de

saodio.

Figura 10: Inativacdo bacteriana causada pelo agente quimico hipoclorito de sédio; a) Em

amostra de suspencao bacteriana b) em amostra de efluente
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E possivel observar que a concentracdo de hipoclorito que inibe o
crescimento bacteriano é bastante semelhante em ambas placas, porém a amostra
de efluente apresentou um resultado mais eficaz do que a suspenséao de E. coli.

Para a amostra de suspencdo bacteriana houve inativacdo até a
concentracdo de 0,00049-0,00073% de hipoclorito de sddio, ja& a amostra de efluente
precisou de uma quantidade ainda menor para que ocorresse a inativacao (0,00025-
0,00037%).

Supde-se que este efeito seja causado devido a presenca de compostos com
cloro que podem estar presentes na composicdo do efluente, uma vez que é
bastante comum o uso de hipoclorito de sédio na nossa comunidade para limpeza e
desinfeccdo de materiais domésticos.

4.1.5 Variacado da temperatura gerada pelo PHLS

Testes sobre a variacao da temperatura foram realizados para que houvesse
total garantia de que a morte bacteriana fosse decorrente da inativagéo fotodinamica
e ndo de um aumento inadequado de temperatura. Os dados obtidos sé&o

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Variacdo do tempo de irradiacdo luminosa e a temperatura média obtida

na placa de 96 pocos.

Tempo de irradiacao
. Temperatura (°C)
(min)
0 19
5 19,5
10 20
15 21
20 22
25 22
30 22
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Conforme os dados da tabela acima, podemos concluir que a variagdo de
temperatura € minima ndo causando a morte bacteriana, ja que segundo a literatura
a Escherichia coli tem como temperatura 6tima de crescimento entre 35 e 40°C
(CARNEIRO, 2008).

4.2 Coagulacéo

4.2.1 Estudo dos coagulantes

O estudo dos coagulantes foi realizado tomando-se como referéncia as
melhores concentragbes de coagulantes utilizadas por VAZ, et al.(2010). As
concentracdes inicialmente testadas foram 200 mg L™ para Moringa oleifera, 40 mg
L™ para o Sulfato de aluminio e 5 mg L™ para a Quitosana em po.

Variou-se as concentracdes de coagulantes testadas a fim de se encontrar
a melhor interacdo coagulante-fotossensitizador. A média dos resultados dos testes
de coagulacdo com a suspensao de E.coli nos forneceram os dados ilustrados nas
Tabelas 3 e 4.

As porcentagens de absorcédo reduzidas, apresentadas nos dados dos testes
realizados, foram obtidas através da diferenca de valores da leitura
espectrofotométrica inicial, antes da adicdo de coagulante, e da leitura

espectrofotométrica final, apos o tempo de espera.
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Tabela 3: Reducdio da absorcdo do Fotossensitizador Rosa de Bengala (4,88x10®

mol L™) em suspencéo bacteriana no comprimento de onda de 543nm

Coagulante -concentragéo

Porcentagem de
absorcao reduzida

Porcentagem de
absorcao reduzida

testada

apos 2h apos 24h
Moringa oleifera 100 mg L™ 485+ 2,1 79,2+ 3,0
Moringa oleifera 200 mg L™ 42,8 +2,8 85,8 +2,3
Moringa oleifera 400 mg L™ 33,8+1,9 94,3+ 3,7
Moringa oleifera 500 mg L™ 38,7+1,8 87,8+2,1
Moringa oleifera 600 mg L™ 28,822 90,0+2,9
Sulfato de Aluminio 40 mg L™ 18,6 +5,1 222+24
Sulfato de Aluminio 400 mg L™ 34,8 +3,4 38,3+2,6
Quitosana 5 mg L™ 3,0+0,5 76+1,7

Quitosana 50 mg L™ 10,3+1,1 43+5.8
Quitosana 200 mg L™ 20,7+2,4 48,5+ 4,5
Quitosana 400 mg L™ 16,9+1,7 59,1+21

Em todos os testes realizados a Moringa oleifera apresentou grandes

indices de reducdo da absorcdo, provavelmente devido a presenca da proteina

aglutinante.

Devido aos resultados apresentados, utilizou-se a Moringa oleifera como

coagulante principal para determinar a concentracdo a ser usada nos testes com

efluente de esgoto. Assim, determinou-se que a melhor concentracdo a ser utilizada

seria 400 mg L' de coagulante, ja que é possivel observar que em concentracdes

maiores a eficiéncia de remocéo foi diminuida. E pode ser atribuida ao excesso de

coagulante que provavelmente devido ao grande contato coagulante-coagulante

impediu que houvesse interacdo total fotossensitizador-coagulante, mesmo sob

agitacdo intensa.



39

Tabela 4: Reducdo da absorcdo do Fotossensitizador Azul de Metileno (4,88x10°

mol L™) em suspenc&o bacteriana no comprimento de onda de 664nm.

Coagulante -concentracéo Porcentagem de Porcentagem de
testada absorcao reduzida absorcao reduzida
apos 2h apos 24h
Moringa oleifera 400 mg L™ 4,6 +0,5 8,2 +0,9
Moringa oleifera 500 mg L™ 6,9 0,8 8,6 0,3
Sulfato de Aluminio 40 mg L™ 1,0 +0,6 0,1+0,5
Sulfato de Aluminio 400 mg L™ 0,0+0,1 0,0 +0,4
Quitosana 5 mg L™ 5,3 +0,4 55+0,6
Quitosana 400 mg L™ 12,5 +0,5 14,4 +0,1

As concentragdes testadas com o Azul de Metileno foram determinadas de
acordo com os melhores resultados obtidos com o0 Rosa de Bengala, uma vez que o
trabalho compara a eficiéncia e remocao de tais fotossensitizadores. Realizou-se
alguns testes com outras concentracdes para efeito de comparacao.

Conforme apresentado na Tabela 4, o melhor coagulante para remocéo do
Azul de Metileno foi a Quitosana na concentracdo de 400 mg L™, reduzindo 14,4%
da absorcdo maxima. Porém este valor ainda foi bastante inferior ao obtido com o
Rosa de Bengala, jA que, nas mesmas condi¢cdes, a Quitosana reduziu 59,1% da
absorcao maxima apos 24 horas.

A possivel explicacdo da maior interacdo entre Rosa de Bengala e os
coagulantes deve-se ao fato deste ser um fotossensitizador de carga negativa o que
aumenta a interacdo entre suas moléculas e as moléculas presentes na moringa
oleifera, que segundo a literatura é composta principalmente de proteinas
carregadas positivamente (PATERNIANI; MANTOVANI; SANT'ANNA, 2009).

Nos testes de fotoinativacdo da suspencdo de E. coli preparada em
laboratério, obteve-se a Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) de 4,88x10° mol L™
de fotossensitizadores usados. Esta concentracao foi, entdo, usada no preparo das
solucdes para os testes iniciais de coagulacao.

Como os testes de inativacdo fotodinamica da amostra de efluente

resultaram em uma CMI oito vezes maior do que a CMI da suspensao bacteriana,
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3,91x10° mol L*, para os testes de coagulacdo com efluente usou-se a
concentracdo de 3200 mg L™, também oito vezes maior do que a utilizada
anteriormente, para todos os coagulantes. A coagulacdo do Rosa de Bengala foi
altamente eficaz, principalmente utilizando a Moringa oleifera, como a Figura 11
evidencia.

Figura 11: Ap6s 24h de espera da coagulacdo de Rosa de Bengala. Béqueres com o
fotossensitizador, amostra de esgoto e com o0s seguintes coagulantes: 1) Quitosana
2)Moringa oleifera 3) Sulfato de aluminio 4) Sem coagulante.

Os resultados foram comprovados espectroscopicamente, fornecendo
assim os dados apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Reducéo da absorcdo do Fotossensitizador Rosa de Bengala (3,91x10™

mol L) em amostra de efluente de esgoto no comprimento de onda de 543nm

Porcentagem de Porcentagem de

Coagulante -concentracédo testada absorcéo reduzida absorcéo reduzida

apos 2h apos 24h
1 Quitosana 3200 mg L™ 84,7+ 3,6 86,9 +4,2
2 Moringa oleifera 3200 mg L™ 92,2+28 96,9 £3,1
3 Sulfato de Aluminio 3200 mg L™ 83,0+5,0 96,1+2,8
4 Sem coagulante 0,0+0,1 0,0 £0,1
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A Tabela 5 mostra que todos os coagulantes apresentaram alta eficiéncia na
remocdo do Rosa de Bengala, tanto no periodo de 2h como no periodo de 24h,
sendo a Moringa oleifera a mais eficiente ap6s 24 horas. Embora visualmente n&o
tenha sido observada uma coagulacdo tdo eficiente por meio dos outros dois
coagulantes, o0s resultados espectroscépicos foram bastante expressivos. A
propriedade da Moringa oleifera relatada em tantos trabalhos, de diminuir a turbidez
da amostra, deve ter contribuido para a melhor visualizacdo do resultado de
coagulacao.

O Azul de Metileno por ser um fotossensitizador cationico, possuindo assim

a mesma carga iénica da Moringa oleifera, teve sua remocéo menos eficiente do que

o0 Rosa de Bengala. A Figura 12 foi obtida ap6s 24h de pausa da coagulacao.

Figura 12: ApOs 24h de espera da coagulacdo de Azul de Metileno. Béqueres com o
fotossensitizador, amostra de esgoto e com 0s seguintes coagulantes: 1) Quitosana

2)Moringa oleifera 3) Sulfato de aluminio 4) Sem coagulante

Visualmente, observamos uma grande diferenca entre os béqueres contendo
Moringa oleifera e quitosana em comparacdo com o sulfato de aluminio, este altimo
por sua vez apresentou coloragdo bastante discrepante dos demais em todos os
béqueres da triplicata.

Quantitativamente, obtivemos os resultados contidos na Tabela 6.
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Tabela 6: Reducdo da absorcdo do Fotossensitizador Azul de Metileno (3,91x107°

mol L) em amostra de efluente de esgoto no comprimento de onda de 664nm

Porcentagem de Porcentagem de
Coagulante -concentracédo testada absorcéo reduzida absorcéo reduzida

apos 2h apos 24h
1 Quitosana 3200 mg L™ 778 +5,4 73,7+34
2 Moringa oleifera 3200 mg L™ 70,7 +3,8 75,9+ 4,7
3 Sulfato de Aluminio 3200 mg L™ 60,2 + 4,6 10,5+1,9
4 Sem coagulante 385+2,1 41,6 +3,4

Analisando os dados da tabela 6 percebemos que o Azul de Metileno por si
s6 ja foi coagulado com a amostra de efluente, pois provavelmente a composicéo
guimica do efluente interage com o fotossensitizador diminuindo sua absorc¢ao.

Os testes realizados apds 2 horas de pausa evidenciaram que a Quitosana
se mostrou mais eficiente na coagulacdo do Azul de Metileno, ja ap0s 24h a Moringa
oleifera continuou sendo mais eficaz. Uma peculiaridade foi a alteracao ocorrida com
o Sulfato de Aluminio, que apos 2h apresentava uma reducéo de 60,1% e apos 24h
houve uma revercédo, reduzindo apenas 10,5% da absorcdo maxima inicial. Com
estes Ultimos resultados, supomos que a coagulacdo de Azul de Metileno com
Sulfato de Aluminio nédo é estavel, sendo revertida apds um tempo de espera.

O béquer com sulfato de aluminio apresentou uma coloracao diferente dos
demais, foi suposto que o azul de metileno tivesse interagido com os fons Al**
formando um complexo de cor azul intensa. Para verificar esta hipétese, realizamos
a medida do espectro de varredura das amostras 3 e 4 (com sulfato de aluminio e
sem coagulante, respectivamente). O espectro de absor¢cdo das amostras 3 e 4
(Figura 13) nos mostram que ambas tém caracteristicas bastante semelhantes, o
gue demostra serem 0 mesmo composto, excluindo a hipotese da formacdo de um

complexo.
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Figura 13: Espectro de absorcéo das amostras 3 (sulfato de

aluminio+efluente+fotossensitizador) e 4 (amostra de efluente+fotossensitizador sem

coagulante)

E possivel concluir que, assim como com os resultados utilizando Rosa de
Bengala, a Moringa oleifera também foi o coagulante mais eficiente na remocéo do
Azul de Metileno, demonstrando que as sementes trituradas da planta apresentam

forte potencial para remocéo de fotossensitizadores.

4.2.2 Difracédo de Raios X (DRX)

Foi obtido o difratograma (Figura 14) do Sulfato de aluminio comercial para
verificar se sua cristalinidade era condizente com o sulfato de aluminio Sigma-
Aldrich de pureza 99%.
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Figura 14: Difratograma de Alx(SO4)s comercial e Alx(SO,4); Sigma-Aldrich pureza 99%

Observa-se que o0s picos sao muito similares, sendo possivel concluir que a
caracteristica cristalina de ambos os sulfatos de aluminio testados € semelhante.
Optou-se em utilizar o sulfato de aluminio comercial devido ao seu baixissimo

custo e comprovacao de similaridade cristalina através deste experimento.

4.2.3 pH

Nao foi realizada nenhum tipo de correcdo de pH das amostras, para se
avaliar o efeito real de cada coagulante, bem como o efeito do fotossensitizador

sobre a amostra. A Tabela 7 ilustra os valores de pH obtidos experimentalmente.



Tabela 7: Valores de pH obtidos experimentalmente
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Amostra pH

Rosa de Bengala + Quitosana + Amostra de efluente de esgoto 8,18
Rosa de Bengala + Moringa oleifera + Amostra de efluente de esgoto 6,65
Rosa de Bengala + Sulfato de Aluminio + Amostra de efluente de esgoto 4,00
Rosa de Bengala + Amostra de efluente de esgoto 7,14

Rosa de Bengala 5,95

Azul de Metileno + Quitosana + Amostra de efluente de esgoto 7,82
Azul de Metileno + Moringa oleifera + Amostra de efluente de esgoto 6,52
Azul de Metileno + Sulfato de Aluminio + Amostra de efluente de esgoto 3,86
Azul de Metileno + Amostra de efluente de esgoto 7,64

Amostra de efluente de esgoto 7,14

Azul de Metileno 5,61

Os valores de pH evidenciam que os fotossensitizadores apresentam pH

acido e a amostra de efluente apresenta valores préximos ao neutro. Observa-se

também, que o sulfato de aluminio aumenta a acidez das amostras analisadas.

Possivelmente a correcdo do pH aumentaria a eficacia da coagulacédo, essa

propriedade pode ser alvo de estudos futuros, ja que, neste trabalho, ndo houve

tempo habil para a realizacéo deste procedimento.



5. CONCLUSAO



47

O trabalho realizado possibilitou concluir que o Rosa de Bengala e o Azul de
Metileno se mostraram bastante eficientes na inativacdo de Escherichia coli em
amostra laboratorial e também em amostra de efluente de tratamento de esgoto.
Desta forma, é possivel supor que este € um modelo que pode ser utilizado em
estacOes de tratamento de esgoto para remocdo de micro-organismos de seus
efluentes que, apds tratamento, serdo descartados em rios.

A remocdo dos fotossensitizadores foi eficiente com todos os coagulantes
testados, sendo a Moringa oleifera o coagulante mais eficiente, tendo removido,
apos 24h, 96,9% e 75,9% de Rosa de Bengala e Azul de Metileno, respectivamente.

A fotoinativagcdo surge como uma alternativa aos danos causados pelos
subprodutos de cloro, porém ainda é necessario que haja um aprofundamento em
seus estudos para garantir que também n&o causara prejuizos a saude humana e a
natureza.

Dessa forma, os objetivos gerais e especificos deste trabalho foram
alcancados, sendo possivel conciliar uma fotoinativacdo eficiente com a separacéo

de fases do fotossensitizador usado.



6. PROPOSTA DE TRABALHOS FUTUROS
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Para que haja um melhoramento deste trabalho, propomos o teste em reator
fotoquimico tipo CPC (Compound Parabolic Concentrator), um sistema que possui
superficies que refletem a luz solar para um tubo cilindrico por onde passa o efluente
a ser tratado. Assim sera possivel analisar a eficiéncia da luz solar neste tipo de
fotoinativacdo utilizando um sistema ja estudado, economicamente viavel e de facil
aplicacao nas estacdes de tratamento de esgoto (DUARTE et al., 2005).

A avaliacéo de diferentes fotossensitizadores naturais e sintéticos, bem como
testes com diferentes micro-organismos também € necessaria para se confirmar a
total aplicabilidade do método estudado para a desinfec¢do de aguas, sejam elas de
efluentes ou néo.

O estudo do pH adequado para melhorar a eficacia do processo de
coagulacdo quimica, além da utilizacdo de outras partes da Moringa oleifera da

planta para avaliar sua atuacdo como coagulante de fotossensitizadores.
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