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A idade de ser feliz

Existe somente uma idade para a gente ser feliz.
Somente uma época ha vida de cada pessoa
em que se pode sonhar e fazer planos,

e ter energia bastante para realiza-los,

a despeito de todas as dificuldades e obstaculos.
Uma so idade para a gente se encontrar com a vida
e viver apaixonadamente,
com o entusiasmo dos amantes
e a coragem dos aventureiros.

Fase dourada em que se pode criar e recriar a vida
a imagem e semelhanca
dos nossos desejos;

e sorrir e cantar, e brincar e dancar,

e vestir-se com todas as cores
e experimentar todos os sabores
e desfrutar de tudo com toda a intensidade,
sem preconceito nem pudor.

Tempo em que cada limitacdo humana
€ sO mais um convite ao crescimento;
um desafio a lutar com toda energia
e a tentar algo novo, de novo e de novo
e quantas vezes for preciso.

Essa idade tdo especial e tdo Unica
chama-se presente...

E tem apenas a duracédo do instante que passa...

Mario Quintana
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RESUMO

RURR, Janine Simas Cardoso. Descontaminacdo microbiolégica de agua:
melhoramento da técnica de desinfec¢do solar (SODIS) pela utilizacdo do azul
de metileno. Rio de Janeiro, 2015. Dissertacdo (Mestrado Profissional de
Formacdo para a Pesquisa Biomédica) — Programa de POs-Graduacdo em
Formacéao Técnica/Biofisica e Fisiologia, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

O consumo da agua microbiologicamente contaminada é a principal causa de
diarreia. A contaminacéao de rios, lagos, fontes e nascentes provoca varias mortes no
mundo e a cada hora mais de 200 criangas perdem a vida em decorréncia desta
contaminagcdo. O uso racional de agua potavel é um dos principais desafios de
Governos e Organizacfes Mundiais. Intervencdes faceis e baratas sédo praticadas
por comunidades ndo abastecidas por agua de boa qualidade. Neste contexto a
Desinfeccdo Solar (SODIS), tem se mostrado de grande eficiéncia para a
desinfeccéo da agua, inativando diversos tipos de micro-organismos. E um exemplo
de uma prética simples e de baixo custo para a populacdo. O procedimento consiste
na exposicdo de garrafas PET com agua ndo potavel ao sol por um periodo de 6
horas. Com o objetivo de acelerar o processo e melhorar a inativagdo foram
estudados os efeitos do Azul de Metileno (AM) como um catalisador (acao
fotodinamica), pois este corante quando absorve a luz em determinado comprimento
de onda, gera oxigénio singleto como espécie reativa inativando bactérias e virus
presentes na agua. Foram usadas duas espécies Gram positivas (Staphylococcus
epidermidis e Deinococcus radiodurans), duas espécies Gram negativas
(Escherichia coli e Salmonella typhimurium) e o fago lambda. Em todas as
experiéncias observou-se um efeito sinérgico letal quando as culturas sao
iluminadas na presenca do AM. Os resultados deste estudo indicam que a inativacao
bacteriana pode ser alcancada em um tempo muito inferior quando se utiliza AM
associado ao tratamento SODIS. Para fagos o periodo de tempo € ainda menor.
Portanto, esta tecnologia mostrou-se capaz de prover agua segura, através da
inativacdo de micro-organismos em geral, inclusive os patogénicos, 0s mais
resistentes e insensiveis ao SODIS, permitindo assim, seu uso em areas
normalmente menos ensolaradas.

Palavras-chave: SODIS, Azul de Metileno, Luz Solar, Luz Solar Simulada, Agua

Descontaminagé&o, Microorganismos.
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ABSTRACT

RURR, Janine Simas Cardoso. Microbiological decontamination of water:
improving the solar disinfection technique (SODIS) for the use of methylene
blue. Rio de Janeiro, 2015. Dissertacdo (Mestrado Profissional de Formacéo para a
Pesquisa Biomédica) — Programa de PoOs-Graduacdo em Formacéao
Técnica/Biofisica e Fisiologia, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Consuming microbiologically contaminated water is the primary cause of
diarrhea. The contamination of rivers, lakes, fountains and springs causes several
deaths in the world and at every hour more than 200 children lose their lives as a
result of this contamination. Rational use of drinking water is a major challenge for
Governments and Global Organizations, easy thus and inexpensive interventions are
practiced by communities not supplied by good quality water. In this context solar
disinfection (SODIS) has shown great efficiency for water disinfection, inactivating
many types of microorganisms, as an example of a simple way and with low cost for
population. The procedure consists of exposing PET bottles with no-drinking water in
the sun for a period of 6 hours. In order to speed up the process and improve
inactivation, we studied the effects of Methylene Blue (MB) as a catalyst
(photodynamic action) because of its ability to generate singlet oxygen as reactive
specie after absorbing light at a certain wavelength, thereby inactivating bacteria and
viruses present in the water. Two Gram- positive (Staphylococcus epidermidis and
Deinococcus radiodurans), and two Gram- negative species (Escherichia coli and
Salmonella typhimurium), and also phage lambda were used to contaminate water.
In all experiments we observed a synergistic lethal effect when cultures are
illuminated in the presence of MB. Thus results of this study indicate that bacterial
inactivation can be achieved at a much lower time when using MB associated with
SODIS treatment and for phage the time is even shorter. Therefore, this technique
proved to be able of providing safe water to consumption through the inactivation of
microorganisms in general, including pathogens and resistant to SODIS, thus

allowing its use in areas usually less sunny.

Keywords: SODIS, Methylene Blue, Sunlight, Simulated Sunlight, Water

Decontamination, Microorganisms
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1 - INTRODUCAO

A preservacao ambiental € um dos temas mais debatidos atualmente em
virtude da interferéncia humana na natureza nas Ultimas décadas e,
consequentemente, das mudancas nos acontecimentos dos fenémenos
naturais. Nesse sentido, o uso racional dos recursos hidricos é enfatizado,
devido a sua extrema relevancia, uma vez que a agua € recurso natural ndo
renovavel, essencial para a sobrevivéncia de todas as espécies que habitam a
Terra.

No organismo humano a agua atua, entre outras funces, como veiculo
para a troca de substancias e para a manutencdo da temperatura,
representando cerca de 70% de sua massa corporal. Além disso, €
considerada solvente universal e é uma das poucas substancias que
encontramos nos trés estados fisicos: gasoso, liquido e solido.

A ameaca da falta de 4gua, em niveis que podem até mesmo inviabilizar
a nossa existéncia tem se tornado cada vez mais real. Os efeitos na qualidade
e na quantidade da agua disponivel, relacionados com o rapido crescimento da
populacdo mundial e com a concentracdo desta populacdo em megalopoles, ja
sao evidentes em varias partes do mundo (http://www.mma.gov.br/2009).

Muito embora a agua ocupe aproximadamente 70% da superficie do
nosso planeta, 97,5% dela é salgada e o restante € agua doce, que nem
sempre esta disponivel/acessivel, uma vez que se encontra distribuida nas
geleiras, pantanos e lencois subterraneos (http://www.mma.gov.br/2009). A
adgua doce ndo estd distribuida uniformemente pelo globo, sua distribuicdo
depende essencialmente dos ecossistemas que compdem o territério de cada

pais (http://www.mma.gov.br/2009).
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O consumo diario de agua é muito variavel ao redor do planeta,
relacionando-se com a disponibilidade local, além de estar fortemente
relacionado com o nivel de desenvolvimento do pais e com o nivel de renda
das pessoas. Uma pessoa necessita de, pelo menos, 50 litros de agua por dia
para beber, tomar banho, escovar os dentes, cozinhar, dentre outras atividades
(http://www.mma.gov.br/2009).

No mundo, 0 acesso a este recurso natural € restrito, principalmente ao
se tratar de 4gua potavel. Dados do Fundo das Na¢des Unidas para a Infancia
(UNICEF) e da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) revelam que quase
metade da populacdo mundial (2,4 bilhdes de pessoas) ndo conta com servico
de saneamento basico e que 780 milhdes de pessoas ainda ndo tem acesso a
um sistema de abastecimento de agua adequado (WORLD HEALTH
ORGANIZATION/UNITED NATIONS CHILDREN'S FUND - OMS/UNICEF,
2014).

As projegbes da OMS indicam que, se esta situag&o continuar, em 2050
mais de 45% da populacdo mundial estara vivendo em paises que nao poderdo
garantir a cota diaria minima de 50 litros de agua por pessoa.

Este cenario contribui para a evolucdo das doencas que podem ser
transmitidas pela agua, devido aos lancamentos diretos de esgoto sem nenhum
tratamento prévio em rios ou em mananciais proximos de onde a populacéo

captara agua impropria para o consumo (BOTTO, 2006).

1.1. Doencgas causadas por patdogenos transmitidos pela agua néo tratada

ou outros materiais contaminados
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Patégenos causadores de diarreias ndo sdo transmitidos apenas pela
agua contaminada, sédo transmitidas também através de méos sujas, comidas
contaminadas, insetos etc. As doencas mais comuns relacionadas a ma
qualidade da agua e falta de saneamento basico sdo: diarreias por Escherichia
coli (E. coli), salmoneloses (disenterias e febre tiféide), shigeloses (disenteria
bacilar), colera, leptospirose, hepatite, diarreias por  rotavirus,
esquistossomose, amebiase, giardiase, ascaridiase e estrongiloidiase.

A bactéria reconhecida como o indicador universal de contaminacdo
fecal de animais homeotérmicos, é a E. coli. Ela faz parte do grupo das
bactérias denominado coliforme e, em particular, dos coliformes
termotolerantes, considerados durante muitos anos como indicadores desse
tipo de contaminacéo. Os coliformes fecais/termotolerantes sdo bactérias Gram
negativas em forma de bacilos, caracterizadas pela presenga de enzima (-
galactosidase, com capacidade de fermentar lactose em elevada temperatura,
de 44° a 45°C. Esse grupo compreende principalmente a bactérias E. coli, mas
também espécies de Klebsiella, Enterobacter e Citrobacter. Estas Ultimas, além
de presentes em fezes de animais homeotérmicos, também podem ser
encontradas em solos, plantas ou quaisquer efluentes contendo matéria
organica (APHA, 1998).

Tarrass e Benjelloun em 2012 identificaram duas diferentes formas de
transmissdo de doencas associadas com a agua: a forma direta através das
fezes e pela via méo — boca, e a forma indireta através de alimentos, utensilios
domésticos e agua contaminada. Também classificaram as doencgas de acordo

com a rota de transmisséo dos patdégenos em seis classes:
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1. Doencas de origem hidrica (waterborne diseases), ou seja, causadas pela
ingestdo de agua contaminada por excretas de origem humana ou animal,
contendo bactérias patogénicas ou virus que causam doencas diarreicas;
2. Doencas com base na agua (water based diseases) sdo causadas por
parasitas encontrados em organismos intermediarios que vivem em agua como
a esquistossomose e alguns outros helmintos;
3. Doencas associadas com agua (water related diseases) sdo causadas por
micro-organismos associados a insetos, principalmente mosquitos, que se
reproduzem perto das 4guas ou que pdem seus 0vos nhas aguas; inclui dengue,
filariose linfatica, malaria, oncocercose e febre amarela;
4. Doencas associadas a material excretado por animais (excreta-related
diseases). Causadas pelo contato direto ou indireto, com patdgenos
associados com excrementos e/ou com vetores que se reproduzem nesses
excrementos. Inclui tracoma e a maioria das doencas transmitidas pela agua;
5. Doencas relacionadas com coleta e armazenamento de &gua (water
collection and storage related diseases). A contaminacdo que ocorre durante
ou apdés a coleta é muitas vezes por causa de recipientes abertos, mal
projetados e higiene inadequada no manuseio; e
6. Doencas relacionadas a toxinas (toxin-related diseases). Bactérias toxicas
tais como cianobactérias, que estdo ligadas a eutrofizacdo dos corpos de
aguas superficiais, causando doencas gastrointestinais e hepaticas.

A maioria das diarreias tem suas origens nas infeccdes gastrointestinais
por virus, bactérias, protozoarios ou helmintos patogénicos em alimentos ou

agua. Essas doencas causam alteracfes nos processos metabdlicos celulares
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e perda de 4gua e eletrélitos, causando desidratacdo e morte, se ndo houver

reposicao destes rapidamente (OMS/UNICEF, 2009).

1.2. Impacto da qualidade da 4gua e saneamento sobre as criancas

De acordo com o relatério da UNICEF e da OMS em 2009, a diarreia
mata cerca de 1,5 milhdo de criancas a cada ano. Esta doenga mata mais
criancas do que a AIDS, a malaria e o sarampo juntos, tendo maior incidéncia
em locais pobres, que sédo afetados pela falta de 4gua tratada e investimentos
em infraestrutura de sistemas de abastecimento e tratamento sanitario. Embora
a falta de agua tratada e saneamento possa afetar pessoas de todas as idades,
a salude das criancas é particularmente comprometida. Casos graves de
diarreia podem causar a desidratacdo, podendo levar a crianca a Obito

rapidamente.

1.3. Impacto da qualidade da 4gua e saneamento sobre as mulheres

As mulheres também sdo particularmente suscetiveis a muitos
problemas ambientais principalmente durante a gravidez. As doencas ligadas a
dgua ndo tratada e a falta de saneamento, contribuem para criar graves
problemas de saude as futuras méaes que podem também afetar sua
capacidade de lidar com dificuldades durante a gravidez, o parto, o pds-parto, a
amamentacdo e os cuidados com o recém-nascido (UNITED NATIONS
HUMAN SETTLEMENTS PROGRAMME (UNHSP), 2003; WORLD BANK
(WB), 1990). Essas doengas, associadas a auséncia ou ma qualidade dos
servicos de saude para mulheres gravidas, contribuem para elevadas taxas de

mortalidade materna nos paises em desenvolvimento (UNHSP, 2003).
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1.4. Impacto da qualidade da 4gua e saneamento sobre a familia

A boa saude da familia é essencial a subsisténcia. Adultos doentes ou
que precisam cuidar de criancas doentes sdo menos produtivos. Melhorias no
saneamento, higiene e condi¢cdes da agua contribuem para a saude, gerando
economia para as familias pobres através da diminui¢cdo dos custos e perda de
tempo (TARRASS & BENJELLOUN, 2012).

Recente andlise de custo-beneficio pela OMS mostrou que o0 acesso a
agua tratada e saneamento trariam ganhos econdmicos substanciais a saude
humana seguido de outros beneficios: cada délar investido daria um retorno
econdmico de 3 a 34 ddlares, dependendo da regido. Os beneficios incluiriam
também a reducdo média global de episédios de diarreia em torno de 10%

(TARRASS & BENJELLOUN, 2012).

1.5. Prevencéo de diarreias

O acesso a agua potavel e boas praticas de higiene sao altamente
eficazes na prevencao de diarreias, reduzem a morbidade por diarreia em 21%
e 37,5% respectivamente. Lavar as maos pode reduzir o nimero de casos de
diarreia em até 35% e melhorias na qualidade da agua, como a sua
desinfeccdo, reduziria episédios de diarreia em 45% (TARRASS &
BENJELLOUN, 2012).

A guestdo da reforma sanitaria vem sendo, por décadas, discutida pelas
autoridades em saude publica e identificada como importante para reducéo e
prevencao de doencas transmitidas por micro-organismos por via hidrica. Mas,
dados estatisticos mostram quéo grandes ainda é esse desafio (TEIXEIRA &

GUILHERMINO, 2006). Por exemplo, a qualidade da agua para abastecimento
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urbano no pais é seriamente comprometida pela descarga indiscriminada de
aguas residuais domésticas sem qualquer tipo de tratamento, 0 que agrava a
obtencdo de agua para consumo humano dentro dos padrbes de potabilidade
exigidos (Portaria MS N° 2914 de 12/12/2011).

Desta forma, € importante apoiar acdes voltadas para a reducdo da
poluicdo das aguas, tais como: implementacdo de sistemas de tratamento de
esgoto, tratamento adequado de residuos (instalacdo de sistemas de coleta
seletiva, implementacdo de estacdes de recebimento de produtos toxicos
(http://www.mma.gov.br/2009), além da utilizacdo de técnicas que possam

favorecer/melhorar a qualidade das aguas ja contaminadas.

1.6. Panorama do saneamento basico no Brasil

1.6.1. Saneamento béasico no pais

Uma visdo geral da situacdo do saneamento basico no Brasil foi
apresentada no Plano Nacional de Saneamento Basico (PLANSAB) de maio de
2013, coordenado pelo Ministério das Cidades, que analisou algumas variaveis
gue mostram desigualdades socio-econdmicas regionais existentes no pais.
Estimativa do déficit e de praticas consideradas adequadas para o saneamento

basico com base em trés componentes avaliados esta na tabela 1.
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Tabela 1 — Estimativa de acesso ao saneamento basico na populacéo
brasileira, em 2010.

ATENDIMENTO DEFICIT
COMPONENTE ADEQUADO Atendimento Sem
precario Atendimento
(x 1.000 hab.) % (x 1.000 hab.) % (x 1.000 hab.) %
Abastecimento
de 4gua 112.497 59,4 64.160 33,9 12.810 6,8
Esgotamento
sanitario 75.369 39,7 96.241 50,7 18.180 9,5
Manejo de
residuos 111.220 58,6 51.690 27,2 26.880 14,2
soélidos

Adaptado de: Censo Demografico de 2010 (IBGE, 2011), Sistema Nacional de
Informacdo sobre Saneamento (SNIS, 2010), Secretaria Nacional de
Saneamento Ambiental do Ministério das Cidades (SNSA/M Cidades),
PLANSAB, 2013.

Observa-se que, embora a maioria da populacdo brasileira, em 2010,
tivesse acesso a condicbes adequadas de abastecimento de agua potavel e de
manejo de residuos solidos, o déficit em saneamento basico ainda é bastante
significativo e representa milhdes de pessoas vivendo em ambientes insalubres

e expostos a diversos riscos que podem comprometer a sua saude.

1.6.2. Abastecimento de agua nas diversas regides do pais

E na regido Norte onde a populacdo, proporcionalmente, mais utiliza
dgua proveniente de poco ou nhascente para suprir suas necessidades,
provavelmente pela dificuldade de implantar redes hidricas em comunidades

muito dispersas. As regides Nordeste e Sudeste sdo as que exibem a maior

proporcao de domicilios ligados a rede hidrica geral. No Sul e o Centro-Oeste a
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situacdo € semelhante no que diz respeito ao abastecimento por rede com
canalizacdo interna, com aproximadamente 75% de seus domicilios
abastecidos dessa forma. No entanto, a parcela restante dos domicilios da
regido Sul é predominantemente abastecida por poco ou nascente com
canalizagdo interna, sendo que na regido Centro-Oeste h&d uma parcela
consideravel de atendimento por cisterna, carro pipa e outra forma de
abastecimento de agua (6,6%). A distribuicdo proporcional quanto as diversas
formas usadas para obtencdo de &gua em cada regido do Pais esta

representada na Figura 1.

100% I x
m —
0%
g 60%
= m
8 aon
0%
m —
B rasil M MNE SE ] CO
B Rede geral com canalizagga interma B Rede geral canalizada na propriedade ou terreno
o Pago ou nascente com canalizagio intermna B Pago ou nascente sem canalizagao interna
H Cisterma, cam pipa ou outra forma

Figura 1 - Formas utilizadas para abastecimento de agua em propor¢cao de
domicilios no Brasil e regibes. Adaptado de Censo Demogréfico 2010 (IBGE,
2011).

1.6.3. Esgotamento sanitario no pais
Segundo definicho da Norma Brasileira - NBR 9648 (ABNT, 1986),
esgotamento sanitario “é o conjunto de condutos, instalacdes e equipamentos

destinados a coletar, transportar, condicionar e encaminhar, somente esgoto
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sanitario, a uma disposicdo final conveniente, de modo continuo e
higienicamente seguro”.

Observa-se que, em 2010, 35% da populagéo brasileira contava com
solugbes inadequadas para o tratamento de seus esgotos (lancamento em
fossa rudimentar (26%), rio, lago, mar ou outro escoadouro (6%), sem sanitario
(3%)). Além disso, apenas 53% do volume de esgotos coletados recebiam
algum tipo de tratamento, antes de sua exposi¢cdo ao meio ambiente.

A situacao do tratamento dos esgotos sanitarios esta indicada na Figura

m Rede geral de esgoto ou
pluvial

m Fossa séptica
0 Fossa rudimentar
m Yala, rio, lago, mar ou outro

desting

m Nao tem sanitario

Figura 2 — Tipos de esgotos sanitarios no Brasil (proporcao da populacdo em

2010). Adaptado de Censo Demografico 2010 (IBGE, 2011).

Todos os dias, sete criancas morrem em consequéncia da falta de
saneamento no Brasil. Para zerar o déficit de saneamento basico e oferecer
acesso universal a coleta e ao tratamento de esgoto, o governo precisa de
investimentos anuais de 10 bilhdes de reais nos préoximos 20 anos. E bastante

dinheiro, mas os prejuizos causados pela falta de investimento em saneamento
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sdo ainda maiores. Cada 1 real investido em saneamento representa uma

economia de 4 reais em gastos com saude

(http://www.tratabrasil.org.br/manifesto).

1.6.4. Normas de qualidade da agua para consumo humano

Em dezembro de 2011, o Ministério da Saude publicou a Portaria n°®
2914, que dispbe sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da
qualidade da agua para consumo humano. O padrdo de potabilidade da agua

esta apresentado no Quadro 1.

Capitulo V

Padréo de Potabilidade

Art. 27°. A agua potavel deve estar em conformidade com padrédo
microbiolégico, conforme disposto no Anexo | e demais disposicbes desta

Portaria.

Quadro 1 - Padrdo microbiolégico da agua recomendada para consumo
humano

Tipo de agua Parametros vmp @

2)

Agua para consuma humano

E. coli

Auséncia em 100 M|

Agua tratada

Na saida do tratamento

Coliformes totais @

Auséncia em 100 mL

No sistema de

distribuicdo

(reservatorios e rede)

E.coli Auséncia em 100 mL
Sistemas ou Apenas uma amostra, entre
solucdes as amostras examinadas
Coliformes alternativas no més, podera apresentar
totais coletivas que resultado positivo.

abastecem a
partir de 20.000
habitantes

Auséncia em 100 mL em
95% das amostras

examinadas no més

Notas:

(1) Valor maximo permitido

(2) Indicador de contaminacéo fecal

(3) Indicador de eficiéncia de tratamento

(4) Indicador de integridade do sistema de distribuicdo (reservatério e rede)
Portaria MS N° 2914 DE 12/12/2011 (Federal) /Data D.O.: 14/12/2011
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O padrdo microbiolégico traz a obrigatoriedade da analise de E. coli
considerado o melhor indicador bacteriano para contaminagao fecal. No
entanto, nessa Portaria quanto a questdo do monitoramento de virus entéricos
nos pontos de captacdo de agua proveniente de mananciais superficiais de
abastecimento, suas analises continuam apenas como “recomendac¢do”. Nao
sendo obrigatéria, porém, a vigilancia quanto a esse grupo de microrganismos,

representando sério risco para a saude da populacéo.

Capitulo V

Padréo de Potabilidade

Art. 29°. Recomenda-se a inclusdo de monitoramento de virus entéricos no(s)
ponto(s) de captacdo de agua proveniente(s) de manancial (is) superficial (is)
de abastecimento, com o objetivo de subsidiar estudos de avaliacdo de risco

microbioldgico.

1.6.5. SolucgBes para melhoramento da potabilidade da agua

A solucédo ideal para o fornecimento de 4gua apropriada para consumo
envolve além do saneamento basico, infraestrutura para armazenamento e
abastecimento de &gua. Essa proposta € dificultada pelo alto custo e longo
tempo de realizacdo, 0 que é agravado em paises em desenvolvimento com
grande extensao territorial. Quando a necessidade de se obter agua com
qualidade para o consumo humano é imediata independente do tamanho do
pais. Uma alternativa, caracterizada pelo seu baixo custo e pela simplicidade
da forma como € realizada, é a desinfeccédo utilizando a energia solar. Este
método é conhecido mundialmente como SODIS - Solar Water Disinfection

(CASLAKE et al., 2004). A desinfeccdo solar € utilizada diariamente por mais
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de 4,5 milhdes de pessoas em mais de 50 paises em desenvolvimento como

indicado na Figura 3 (McGUIGAN et al., 2012).

Figura 3 - Mapa do mundo, indicando os 55 paises onde a técnica SODIS é
realizada (MEIERHOFER & LANDOLT, 2009).

7

Um dos objetivos do método SODIS é minimizar os impactos das
mudancas climéticas sobre a saude humana, além do aproveitamento de um
recurso natural importante, a luz solar, como fonte de esterilizagdo da agua
(EWAG/SANDEC, 2002).

Este método é efetivo contra uma ampla gama de patégenos, além de
ser muito simples e de custo praticamente nulo. Por outro lado, alguns
patdgenos ainda sao resistentes a luz solar e ha problemas para garantir a
qualidade e as condicbes da garrafa (ALROUSAN et al, 2009; BYRNE et al,
2011).

A desinfeccdo solar ndo € uma tecnologia recente. O efeito bactericida
de luz solar foi rigorosamente investigado por Downes e Blunt em 1877, mas foi
em 1984 que Acra e colaboradores em uma publicacdo da UNICEF
preconizaram que a luz solar poderia ser utilizada para desinfeccdo da agua

contaminada com micro-organismos. Este estudo pesquisou principalmente a
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influéncia e o efeito dos raios ultravioleta na viabilidade da Escherichia coli.

(ACRA et al, 1984).

Em 1997/1998 houve um surto de colera no Quénia, e pesquisas
demonstraram a eficacia da desinfeccdo solar da agua na prevencdo desta
doenca em criancas menores de seis anos (CONROY et al., 2001).

O procedimento padrdo para técnica SODIS consiste na colocacdo de
garrafas PET (normalmente polietileno tereftalato) transparente, contendo a
agua nao potavel a ser consumida, por periodos entre 6-10 horas numa
posicdo de exposicdo ao maximo periodo de insolacdo conforme mostrado na
Figura 4. A radiacdo solar penetra o interior das garrafas atingindo os
patdgenos, destruindo-os e alcancando 99,9% de morte. De acordo com 0s
padrées de potabilidade da OMS é classificado sem risco henhum coliforme
fecal em 100 mL de suprimentos agua (EAWAG/SANDEC, 2002). Nessas
condicles, a taxa de dose recebida em Ultravioleta (UV) pode chegar a 900
W/m™ no ver&o e as temperaturas podem variar entre 40 C e 60 C (LONNEN et

al., 2005; RIJAL & FUGIOKA, 2001).
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-
1 Lavebemasgamafas 2 3
antes de usa-las pela
primeira vez. Coloque-as ao sol

<_

Agora, termine
de encher as
garrafas.

Deixe a agua esfriar.
Depois, é s bebe-la.

(<A
| “
Deixe as garrafas ao sol ‘ | Al .
durante 6 horas. Lo “

Figura 4 - Procedimento padréo para técnica SODIS Adaptado de:

(sodis.ch/methode/anwendung/ausbildungsmaterial/dokumente_material/manual_p.pdf)

1.7. O espectro daradiacao solar

A luz solar é composta pela radiacdo UV, luz visivel e infravermelha. O
espectro solar é geralmente dividido em varias zonas ou bandas em funcao do
comprimento de onda. A radiacdo UV é uma radiacdo eletromagnética ndo
ionizante, compreendida entre 100 e 400 nm. Do ponto de vista dos efeitos
biolégicos esta radiacdo é dividida em trés faixas de energia: Ultravioleta C
(UV-C) (100 — 280 nm), Ultravioleta B (UV-B) (280 — 315 nm) e Ultravioleta A

(UV-A) (315 - 400 nm) (Figura 5).
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Grande parte da radiacdo UV é absorvida pelos gases presentes na
atmosfera, chegando apenas a superficie terrestre uma proporcdo de,
aproximadamente, 5,1% de UV-A, 0,3% de UV-B, sendo o UV-C totalmente
absorvido pelo oxigénio, e este se dissocia formando o gas ozénio (O3). A luz
visivel compreende as faixas de 400 a 700 nm sendo que 62,7% chegam a
superficie da Terra assim como 31,9% do infravermelho na faixa, entre 700 e
1400 nm, que atravessam os gases atmosféricos. O espectro da radiacédo solar

encontra-se na Figura 5 (GONCALVES, 2014).

Espectro solar

100 280 315 400

Ultravioleta Visivel Infravermelho

700

Comprimento de onda (nm)

Figura 5 - Faixas da radiagao solar

(adaptado de http://2.bp.blogspot.com/espectro+solar.png)

Os efeitos biolégicos da radiacdo UV tais como: quebras de ligacOes
guimicas e modificacdes de moléculas séo resultantes da absorcao fotoquimica
do DNA (acido desoxirribonucleico), seguido das proteinas e outras moléculas
como, por exemplo, os esteroides e as porfirinas (LEITAO et al., 2005).

Embora o UV-A ndo seja suficientemente energético para modificar

diretamente as bases do DNA, essa radiacdo desempenha papel importante na
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formacéo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) na célula, como formagéo
de oxigénio singleto, radical superéxido, peréxido de hidrogénio e radicais
hidroxi. Uma vez formadas, estas ERO podem causar danos ao DNA,
oxidacdes de aminoacidos e oxidacfes de &cidos graxos poli insaturados nos
lipidios. Além disso, a luz solar pode ser absorvida por fotossensibilizadores
naturais exdgenos presentes nas aguas superficiais (&cidos humicos e
clorofilas), que potencializam tais efeitos produzidos por ERO (McGUIGAN et
al., 2012).

Apesar da baixa incidéncia do UV-B solar na superficie da terra, é a
regido do espectro mais letal, podendo induzir a formacdo de dimeros de
pirimidinas ciclobutano (CPD) e o fotoproduto 6-4 pirimidina pirimidona
(GONCALVES, 2014).

A luz visivel, a qual nossos olhos sdo sensiveis, tem comprimentos de
onda de 400 a 700 nm e é classificada segundo a cor, violeta para os
comprimentos de onda mais curtos e vermelho nos mais longos. Possui
importantes aplicacbes terapéuticas quando atua em presenca de
determinados fotossensibilizadores, requisito para a ocorréncia da acao
fotodinamica (LEITAO et al, 2005).

A radiagao infravermelha tem comprimentos de onda acima de 700 nm e
assim como a ultravioleta ndo é percebida pelo olho humano, entretanto ela
absorvida pela agua e é responsavel pelo seu aquecimento. As garrafas PET,
utilizadas na metodologia SODIS, absorvem em torno de 75% da radiacdo UV-
B e apenas 14% de UV-A. Entdo, dentre os componentes da radiacdo solar
disponivel, o UV-A e o infravermelho sdo as radiacfes responsaveis pelo

sucesso do método SODIS para a desinfeccao da agua.



35

Os organismos patogénicos presentes na agua sao altamente sensiveis
aos agentes UV e temperatura, pois estes ndo estdo bem adaptados as
condi¢cdes hostis do ambiente, uma vez que estdo acostumados com as
condi¢cbes internas do intestino humano (pouca luz, umidade, temperaturas
entre 36 e 37°C) (EAWAG/SANDEC, 2002). Entretanto, a eficiéncia do método
SODIS depende de alguns fatores, tais como: a intensidade de radiacao solar,
nebulosidade, tempo de exposicdo e caracteristicas quimicas e fisicas da agua
(PATERNIANI & SILVA, 2005).

Outros organismos importantes para este estudo sdo os extremofilos,
pois sao capazes de sobreviver e se proliferar em ambientes com parametros
fisicos (temperatura, pressdo, radiacdo) e geoquimicos (salinidade, pH,
potencial de oxido-reducédo) extremos. A espécie Deinococcus radiodurans
pode ser encontrada em uma variedade de habitats, como o intestino animal,
fontes termais, nos desertos e Antartica. Além da sua resisténcia a extremos
ambientais, ela também se distingue pela sua capacidade extraordinaria para
tolerar os efeitos letais de agentes que danificam o DNA, particularmente

agueles de radiacdo UV e radiacdo ionizante (SLADE & RADMAN, 2011).

1.8. Regides geograficas que podem se beneficiar da metodologia SODIS
A intensidade de luz solar ao nivel do solo varia de acordo com varios
fatores, tais como: latitude, localizacdo geografica, estacdo do ano, cobertura
de nuvens, poluicdo atmosférica, altitude acima do nivel do mar. Na pratica,
estas variaveis devem ser consideradas para a otimizacdo da utilizacdo da

energia solar.
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Como o método SODIS depende de exposi¢do a radiacdo solar, existem
regibes geograficas mais propicias que outras. De um modo geral, as regides
do Brasil entre 15° e 35° de latitude Norte e Sul, compostas de regides
semiéaridas, de alta insolacdo e pouca chuva, recebem cerca de 3000 horas de
Sol por ano e sdo as mais propicias para o SODIS (regides Centro-Oeste,
Sudeste e Sul do Brasil). Outras regides do pais onde a insolagdo é também
muito boa para a aplicagdo do método sdo as situadas entre 0° e 15° de
latitude Norte e Sul, que recebem cerca de 2.500 horas de Sol por ano (regides
Norte e Nordeste do Brasil) (EAWAG/SANDEC, 2002). Na Figura 6 estédo
identificadas as regifes da Terra mais favoraveis ao uso da desinfeccdo solar
por SODIS.

Uma maneira capaz de potencializar os efeitos do SODIS, reduzindo o
tempo de exposicao ao Sol é a adicdo de agentes fotossensibilizadores a agua

(ACHER & JUVEN, 1977).

&

- Muito Favoravel Favoravel || Pouco Favoravel

Figura 6 - Regibes em que o uso da desinfeccdo solar € mais aplicavel.
Adaptado BOTTO (2006).
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1.9. Acao fotossenssibilizadora e a escolha do Azul de Metileno (AM)

A absorcdo da energia fotdnica por uma determinada molécula e sua
transferéncia para outra molécula, caracteriza o fendmeno de
fotossensibilizacéo (LEITAO et al., 2005).

A acédo fotodinamica constitui um tipo de reagcao de fotossensibilizacao,
na qual o sensibilizador (um corante que absorva energia luminosa) passa a
um estado eletronico excitado, normalmente tripleto, e transfere esta energia
para o0 oxigénio; este no estado excitado reage com o substrato oxidando-o
(LEITAO et al., 2005).

O estado tripleto é o estado fundamental do oxigénio, no qual os
elétrons estdo desemparelhados nos orbitais moleculares. Porém, quando as
moléculas desse oxigénio interagem com as moléculas do fotossensibilizador,
ativados por luz, ocorre a inversdao do spin de um dos elétrons, gerando

oxigénio singleto, reativo e altamente oxidante. Na Figura 7 esta representado

um esquema do processo de oxidacao pela acao fotodinamica.

ST SINGLETO % SUBSTRATO
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Figura 7 - Representacdo esquematica da oxidacdo de um substrato pela acao
fotodindmica de um fotossensibilizador ativado. As moléculas do
fotossensibilizador inicialmente no estado fundamental (Sp) absorvem um féton
(hf) em um determinado comprimento de onda e passam para o estado singleto

(S1* fotossensibilizador excitado) que logo em seguida, passam para um estado



38

tripleto mais longo (S*). As moléculas no estado tripleto (S*) transferem a
energia para o oxigénio (O,); este, no estado excitado, reage com o substrato,
oxidando-o (LEITAO et al, 2005).

Importantes caracteristicas para um fotossensibilizador € que sejam
moléculas, quando no estado fundamental, ndo causem dano celular em
organelas, microestruturas e tecidos levando a intoxicagdo celular, mas que
sejam fotossensibilizadores quando excitados sob luz visivel, um requisito
essencial para utilizacdo de energia solar.

Corantes com carga positiva, principalmente das classes das
fenotiazinas, apresentam caracteristicas favoraveis para utilizacdo como
fotossensibilizadores. Sao relativamente lipofilicos, o que garante a sua
permeacado pelas membranas celulares (OLIVEIRA, 2006).

Idealmente, procura-se realizar a acdo fotodinamica com corantes nao
toxicos e sensiveis a luz. Quando iluminados com luz visivel, em um
determinado comprimento de onda, e na presenca de oxigénio encontrado no
interior das células, produzem ERO que sao citotoxicas.

O termo fotocatélise refere-se ao aumento da velocidade de uma foto
reacado pela acdo de um catalisador. Em 2009 foi descrita a utilizacdo do
fotocatalisador di6xido de titAnio em um equipamento utilizando a energia solar
com o objetivo de purificar &gua em regides carentes (ALROUSAN et al, 2009)

Como desvantagem do meétodo, o material adicionado na agua se
mantinha numa situacéo floculada, necessitando completa remo¢cao com um
dispositivo filtrante antes do consumo da agua.

A ideia proposta nesse projeto € aprimorar as estratégias de desinfeccéo

solar, desenvolvendo uma tecnologia social com base no aumento do volume
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de agua tratada pelo método SODIS, ampliando a eficacia e a velocidade do
processo com uso de fotossensibilisadores ndo tdxicos para consumo humano
e de baixo custo.

Sabendo que o azul de metileno (AM) apresenta intensa absorcéo
luminosa na faixa de 600-660 nm (PERUSSI, 2007), esta substancia pode ser
um bom fotossensibilizador, pois a emissdo solar no vermelho é muito intensa,
tornando-o um eficaz para o método SODIS. Na Figura 8 é mostrado o

espectro de absorcdo do AM.
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Figura 8 - Espectro de absorcdo do AM (http://omLc.org/spectra/mb/)

O AM foi a primeira droga sintética utilizada em medicina. Em 1891 foi
aplicado por Paul Gutmann e Paul Ehrlich para o tratamento de maléaria tendo
sido usado até o final da Il Guerra Mundial pelos soldados dos EUA, mas néo
era bem aceito, uma vez que a ingestao resultava na coloracéo esverdeada da
urina. Mais recentemente, o interesse foi renovado em utilizar o AM como um
agente antimaléarico, e ao longo do tempo tem sido utilizado para diferentes
aplicacbes (SCHIRMER et al., 2011). O AM é um composto aromatico

heterociclico com a formula molecular C;6H1gsN3SCI.3H,O e 0 nome quimico
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3,7-bis-(dimetilamino cloreto de fenotiazinio-5). Apresenta cor verde-escuro,
mas em contato com a agua, produz uma solucéo sintética de cor azul. Apos
excitacao eletronica gera radical semirreduzido e incolor (leucometileno).

A sua estrutura molecular pode ser visualizada na Figura 9 a seguir:

Peso Molecular 373,9

L
Ve . _|_
Estrutura Quimica HSC“‘N T NxCHS

Figura 9 — Férmula estrutural e peso molecular do AM (PERUSSI, 2007)

Esta substancia vem sendo utilizada em varios tratamentos relacionados
a saude humana, de maneira oral, intravenosa ou topica, como, por exemplo,
antisséptico urinario, desinfetante ocular, antiparasitario, associado a luz
policromatica em casos de herpes simplex, entre outros. Possui uma
toxicologia muito baixa e sua maior utilizagdo tem sido no tratamento de
metemoglobinemia a uma dose de 1 a 2 mg/kg por via intravenosa (CLIFTON &
LEIKIN, 2003), acima desta concentracdo ja sao observados efeitos
indesejaveis. No Quadro 2 sao listadas as manifestacfes toxicas associadas a
administracédo de diferentes doses do AM.

A absorcdo do AM é gquase completa quando administrado por via oral e

as concentracfes plasmaticas maximas sao atingidas apés 1-2 h da sua
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ingestdo, mas sdo 100 vezes menores do que as concentracdes apds a

administracdo intravenosa de uma dose equivalente (LO et al., 2014).

Quadro 2 -Toxicidade associada a ingestdo de diferentes doses do AM
(Adaptado de CLIFTON & LEIKIN, 2003)

Concentracao _ . o
Manifestacdes toxicas
(mg/kg/)

- Descamacéao da pele em criancas, anemia

. Nausea, vomito, dor abdominal, dor no peito, febre,
hemolise
Hipotenséao

20

80 Coloracgao azulada da pele (similar para cianose)

A escolha deste corante foi devido ao fato dele preencher os quesitos
basicos para um fotossensibilizador ideal: baixa toxicidade quando
administrado, n&o induzindo reacdo alérgica, facilmente sintetizado,
hidrossollvel, além da rapida eliminacdo pelo paciente. Ainda é biologicamente
estavel, fotoquimicamente eficaz e seletivo para células doentes (GARCEZ et
al., 2003).

A eficiéncia do AM esta justamente associada a intensificacdo da
producdo de ERO, contribuindo para a inativacdo de micro-organismos
(PERUSSI, 2007). O AM é fotodecomposto pela propria radiacao solar, o que

deixaria 0 aspecto da agua completamente incolor.
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1.10. Caracterizacao do problema

A &gua contaminada por microrganismos € um veiculo importante de
enfermidades nos paises em desenvolvimento, principalmente em areas rurais
e em comunidades carentes (MINTZ et al., 2001; CASLAKE et al., 2004). O
acesso a agua potavel € restrito nessas regides, por diversos fatores, levando
ao consumo de agua diretamente de fontes néo tratadas. O método SODIS é
uma ferramenta com potencial para descontaminacdo de aguas, com baixo
custo, de facil realizacéo e ja bastante utilizado em diversos paises do mundo

Entretanto, apresenta algumas limitacbes: em dias nublados ¢é
necessario um tempo maior de exposicdo a luz solar para desinfeccdo
adequada, bem como a resisténcia de micro-organismos a radiacdo, entre
outras (FISHER et al.,, 2008). Resultados recentes tém apontado que a
fotocatélise incrementa o potencial esterilizante do método mesmo quando nao
se pode atingir a irradiancia e temperaturas adequadas (BYRNE et al., 2011).

Neste trabalho, estudamos o efeito fotocaltalizador do AM associado ao
SODIS como um importante agente para descontaminacdo microbiolégica da
agua em nivel caseiro, um método que apresenta baixo custo e ndo é téxico.
Desta forma, a técnica SODIS-AM seria capaz de prover agua segura em
comunidades rurais sem oferta de agua tratada ou com baixa insolacéo, para a
inativacdo de microrganismos em geral, resistentes ou insensiveis ao SODIS

convencional.
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2 - OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar a técnica de desinfecgéo solar fotossensibilizada a
partir da utilizacdo do AM, com o objetivo de aumentar a eficiéncia do método
SODIS, para descontaminagdo microbiologica de agua em nivel caseiro para

regides sem acesso a agua tratada.

2.1. Objetivos especificos

Analises fisicas

- Analisar o espectro de absorcao da garrafa PET,;

- Determinar transparéncia de diferentes garrafas PET a luz solar e a luz solar
simulada (LSS);

- Determinar a intensidade de radiacdo UV-A, UV-B e a temperatura, em
tempos crescentes, durante a exposi¢ao das amostras de agua a luz solar; e

- Monitorar a fotodecomposicdo do AM durante o processo.

Andlises biolégicas

- Determinar a concentracdo de AM necessdria para acelerar o processo de
desinfeccdo de aguas, contaminadas com virus e bactérias;

- Quantificar a inativacdo biologica de linhagens de bactérias patogénicas,
relacionadas a ma qualidade de agua e falta de saneamento basico, tais como:
Escherichia coli (E. coli), Salmonella typhimurium (S. typhimurium),
Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) e virus (bacteriéfago 1), além do
extremofilo Deinococcus radiodurans (D. radiodurans), seguindo o mesmo

protocolo aplicado para as demais bactérias;
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- Aplicar a técnica de membrana filtrante para controlar a inativagdo dos
coliformes fecais aos tratamentos; e
- Aplicar o método na regido ribeirinha do Lago Puruzinho em Humaita-

Amazonia- Parte do Projeto INPeTAmM.

3 - MATERIAL E METODOS
3.1. Meios de cultura, tampéo e fotossensibilizador

O meio LB foi utilizado para o crescimento das cepas bacterianas, com
excecdo da D. radiodurans que foi crescida em meio TGY. O tampao M9 foi
utilizado para fazer as diluicbes e o dgar semissolido na semeadura dos virus.

A composicao de cada meio esta descrita a seguir:

> Meio LB (MILLER, 1992) - pH 7,0

NaCl 10g ou 1% (Industrias Quimicas Merck)
Bacto-triptona 10g ou 1% (Difco Laboratories)
Extrato de levedura 5g ou 0,5% (Difco Laboratories)
Agua deionizada g.s.p. 1000 mL

- Meio LB solidificado com agar 15g ou 1,5% (Difco Laboratories)

- Meio TGY (ANDERSON et al., 1956) - pH 7,0
Bacto-triptona 5g ou 0,5% (Difco Laboratories)
Extrato de leveduras 3g ou 0,3% (Difco Laboratories)
Glicose 1g ou 0,1% (Industrias Quimicas Merck)
Agua deionizada g.s.p. 1000 mL

- Meio TGY solidificado com agar 15g ou 1,5% (Difco Laboratories)
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> Tamp&o M9 (MILLER, 1992) - pH 7,0

Na,HPO, anidro 6g ou 0,6% (Industrias Quimicas Merck)
KH, PO, anidro 3g ou 0,3% (Industrias Quimicas Merck)
NH4Cl 1g ou 0,1% (Industrias Quimicas Merck)

NaCl 0,5g ou 0,05% (Industrias Quimicas Merck)

Agua deionizada g.s.p. 1000 mL

- Top-agar ou agar semissolido

NacCl 0,8g ou 0,8% (Industrias Quimicas Merck)
Agar Difco 0,7 g ou 0,7% (Difco Laboratories)

Agua deionizada g.s.p. 100 mL

ApGs o preparo, os meios LB liquido e solido, assim como o tampdo M9
e o top-agar foram autoclavados durante 30 minutos a 120°C. O meio TGY foi
autoclavado por 15 min a 120°C. Apds a autoclavagem, a temperatura
ambiente, ao M9 eram adicionados 100 pl de MgSO,4.7H,O 1mM (Industrias
Quimicas Merck) e 100ul de CaCl, 0,1mM (Industrias Quimicas Merck) a cada

100mL do tampéo.

> Meio Chromocult®

Dissolver 26,5g em 1 litro de agua deionizada aquecida (45°C - 50°C).
N&o autoclavar. Distribuir 10 mL nas placas de Petri.

O Chromocult € um meio de cultura seletivo que diferencia coliformes
fecais e totais, através da deteccdo de duas enzimas, a 3-glicuronidase e a -

galactosidase, respectivamente. Além desta caracteristica que o torna
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diferencial, este meio possui um composto chamado Tergitol7, que inibe o
crescimento de outras bactérias da flora.

Também possui o SALMON-GAL, que € um substrato para a enzima [3-
galactosidase (especifica do grupo dos coliformes). Apds a hidrélise, o
SALMON-GAL gera um composto cromogénico que leva colbnias bacterianas
possuidoras desta enzima a desenvolver coloragdo variando entre salméo e
vermelho. Ao mesmo tempo, este meio possui 0 X-GLUC, que é substrato para
a enzima B-glicuronidase (especifica da bactéria E. coli).

ApO6s hidrélise do substrato, uma substancia € gerada, levando ao
crescimento de colonias de coloracdo variando entre o azul claro e o turquesa.
Como a E. coli produz ambas as enzimas, ela € capaz de provocar a clivagem
de ambos os substratos (0 SALMON-GAL e o X-GLUC). A hidrélise simultanea
destes compostos faz com que crescam colbnias de coloracdo entre o azul
escuro e o violeta (Figura 10), tornando as colbnias de coliformes fecais

facilmente distinguiveis dos outros coliformes.

Figura 10 — Fotografia de uma Placa de Petri contendo o Meio Cromocult®. As
colonias azul escuro e violeta sdo coliformes fecais, as demais colonias,

coliformes totais. (http://enfo.agt.ome.hu)
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- Fotossensibilizador

O corante utilizado como fotossensibilizador foi o azul de metileno (AM)
(Sigma-Aldrich), preparado como solucdo-estoque de 1mM com &gua
deionizada estéril. Essa solucdo permanecia em temperatura ambiente, em
tubos de rosca e protegida da luz. Sendo uma solucao estavel, era preparada

fresca somente quando necessario.

3.2. Andlise do espectro de absorc¢édo das garrafas PET

Fragmentos cortados da parede de garrafas PET incolores foram
submetidos ao espectrofotometro (Hitachi U-3300) para fazer a varredura e
identificacdo do comprimento de onda, dentro do visivel, na faixa em que o

material PET absorve.

3.3. Medidas da transparéncia de diferentes garrafas PET a radiacdo solar
real e artificial com o uso de dosimetros

Foram cortadas tiras de garrafas PET incolor de diferentes marcas e
colocadas sobre a fotocélula de dosimetros especificos, a fim de obtermos a
leitura das radiacbes: UV-A e UV-B, sob a luz solar real e a luz solar artificial.
Nos experimentos realizados no laboratorio, utilizou-se um simulador solar da
marca ORIEL/NEWPORT, MODELO 91192, com lampada de xendnio e
poténcia de até 1000 W contendo os filtros (NEWPORT) AMO atenuador
atmosférico, que retira o excesso de infravermelho e o 87066, que bloqueia
parte da luz visivel. Este aparelho emite radiacdes que simulam o espectro da
radiacdo solar emitindo luz solar simulada (LSS) e pode ser regulados, para

trabalhar em poténcias menores, simulando dias menos ensolarados,
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diferentemente dos experimentos realizados ao ar livre, portanto sob a luz
solar. Uma fotografia do simulador solar est4 apresentada na Figura 11. Na
Figura 12, também apresentamos o esquema dos compartimentos internos do

aparelho.

Figura 11 - Fotografia do simulador solar ORIEL. Placas de 24 pogos e
garrafas PET de 300 mL posicionadas sob a luz solar artificial no momento da

irradiacao

Integrador
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Filtro de correcdo espectral
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Figura 12 - Esquema dos compartimentos internos do simulador solar Oriel

http://assets.newport.com/webDocuments-EN/images/Solar_Simulation.PDF
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3.4. Monitoramento dos parametros fisicos da agua submetida ao
procedimento SODIS
O monitoramento foi realizado a cada 30 minutos ao longo de 9 horas de
experiéncia, quando avaliamos os seguintes parametros:
- Temperatura local,
- Temperatura dentro da garrafa (exposta a LUZ e no ESCURO);
- Irradiagédo UV-A e UV-B e
- Absorbancia de uma aliquota da garrafa (exposta a LUZ e no ESCURO).
Além dos parametros descritos, foi também medida a decomposicdo do

AM ao longo das 9 horas de exposi¢do a luz solar.

3.5. Monitoramento da inativagdo bacteriana em amostras de agua esteéril
a qual foram adicionados micro-organismos e AM a diferentes
concentragbes

Os experimentos realizados serviram para detectar a concentracéo
minima, porém eficaz do fotossensibilizador. Para tal, foram testadas as

seguintes concentracdes de AM: 50 ng/mL, 100 ng/mL e 200 ng/mL.

3.6. Cepas bacterianas

Foram utilizadas nos experimentos espécies bacterianas de E. coli, S.
typhimurium, S. epidermidis e D. radiodurans. Na Tabela 2 encontram-se
relacionadas todas as espécies, bem como suas caracteristicas genéticas mais

relevantes.
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Tabela 2: Espécies bacterianas utilizadas nos experimentos

Espécie Genoétipo Fenotipo relevante Antibiotico
relevante

E. coli Selvagem Proficiente em todos Estreptomicina

K12 A15 0S mecanismos de 100 pg/mL

reparo de DNA

S. typhimurium Selvagem Proficiente em todos Ampicilina
TA 102 0S mecanismos de 20 ug/mL e
reparo de DNA tetraciclina
12,5 pg/mL
S. epidermidis W5 | Selvagem Proficiente em todos
0S mecanismos de Sem antibiético

reparo de DNA

D. radiodurans Selvagem Proficiente em todos
GY 9613 (R1) 0S mecanismos de Sem antibiético
reparo de DNA

Tabela 3: As cepas bacterianas utilizadas para a inoculacao dos virus.

Cepas Genotipo Fendtipo relevante Antibidtico
relevante
E. coli Selvagem Proficiente em todos Estreptomicina
AB 1157 0S mecanismos de 100 pg/mL
reparo de DNA

E. coli [AB1157] uvrA6 | Deficiente na proteina | Estreptomicina
AB 1886 UvrA 100 pg/mL
E. coli [AB1157]recAl3 | Deficiente na proteina | Estreptomicina
AB 2463 RecA 100 pg/mL
E. coli [AB1157] uvrA6 | Deficientes nas Estreptomicina
AB 2480 recAl3 proteinas UvrA e 100 pg/mL

RecA
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O virus utilizado nos experimentos foi o bacteriofago A. Todas as
espécies de E. coli sdo originarias de P. Howard-Flanders, Yale University,
USA. As espécies S. typhimurium e D. radiodurans foram gentilmente cedidas
por Bruce N. Ames, University of California, USA e Carlos Eduardo Bonacossa,

IRD/Cnen, Brasil respectivamente.

3.7. Andlises da inativacado bacteriana — E. coli (K12A15), S. typhimurium
(TA102) e S. epidermidis (W5), D. radiodurans (GY9613) e virus -

(Bacteri6éfago 4) — aos tratamentos SODIS e SODIS + AM (50 ng/mL)

3.7.1. Dosimetria das radiagcdes UV

A intensidade da radiacao solar simulada e radiacdo solar natural foi
medida assim como a temperatura. O dosimetro BLAK-RAY - J-221 foi
utilizado para dosar a intensidade dos raios UV-A. Para os raios UV-B o
dosimetro utilizado foi o VILBER LOURMAT — VLX - 3 W acoplado a uma

fotocélula para 312 nm, série 21-216.

3.7.2. Cultivo dos micro-organismos

A) Bactérias

As cepas bacterianas foram mantidas em estoques (tubos de vidro)
chamados slants, que consistem em meio LB suplementado com timina 50
pg/mL e solidificado com agar 0,75%, mantidos em temperatura ambiente. Para
utilizacdo frequente das cepas, as culturas foram mantidas em criotubos
contendo a cultura em fase estacionaria, em glicerol 87% na proporcéo de 1:1

a -70°C. As culturas utilizadas nos experimentos eram transferidas com o
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auxilio de micropipetas dos estoques a -70°C para Erlenmeyers contendo meio
LB liquido com o antibidtico apropriado. Apds o indculo, as culturas eram
crescidas em meio LB, durante a noite a 37°C sob agitacdo de 160 rpm
(ENVIRONMENTAL INCUBATOR SHAKER - G24), até alcancarem a fase

estacionéria (cerca de 10° células/mL).

- Obtencéao das culturas bacterianas para os experimentos

As culturas bacterianas, previamente cultivadas durante a noite, eram
inoculadas em agua estéril ou agua mineral comercial, obtendo a concentracdo

final de 10° bactérias/mL.

B) Virus (Bacteri6fagoA)

A suspensao de virus foi inoculada em agua estéril ou agua comercial
mineral obtendo uma concentracéo final de 10° virus/mL a partir de um estoque

anterior concentrado (10° PFU/mL).

3.7.3 Irradiacdo dos micro-organismos

Para irradiacdo com LSS, a agua estéril foram adicionadas bactérias
nas concentragdes indicadas acima e a suspensédo com volume de 2 mL/pogo
foi distribuida em duas placas de acrilico (A e B - capacidade de 24 pocos
cada). Cada placa foi dividida em duas metades, sendo na segunda, em cada
poco foi adicionada solugcéo de AM a concentragéao final de 50 ng/mL. A placa A

foi mantida sob LSS e a placa B foi envolta em papel aluminio, mantida como
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controle no escuro. Na Figura 13 esté representado o esquema da distribuicdo

das amostras nos 24 pocos das placas usadas na experiéncia.

Placa A

Placa B

00O
Q0O
QOO
OO0

OO
|OOO
OO0
00O

00O
QOO
OO0
QOO

00O
00O
OO0
QOO

Placa B

Figura 13 - Esquema das placas de 24 pocos utilizadas com aliquotas de agua

contendo micro-organismo, para padronizagdo dos parametros experimentais.

Em seguida, as placas A e B foram irradiadas, a placa A foi submetida a
protecdo de garrafa PET incolor (2 L) — na LSS por 3 horas, retirando aliquotas
de 0,2mL nos tempos 0, 30, 60, 120 e 180 minutos.

Para irradiacdo no Sol as amostras de 4gua mineral comercial contendo
micro-organismos foram distribuidas em garrafas PET de 2 L e submetidas aos

tratamentos SODIS e SODIS + AM (50 ng/mL).

3.7.4. Crescimento e contagem dos micro-organismos

Apés cada tempo de exposicdo ao Sol ou LSS, as amostras com
bactérias foram diluidas ou ndo em tampéo M9, semeadas em placas de Petri
contendo o meio LB sdlido.

Ja para as analises da inativacdo do bacteriofago A, foram feitas
diluicdes seriadas de modo a se obter 100 centros infecciosos (plagues) de
virus por placa semeada. Uma aliquota de 0,1 mL de cada uma das varias
diluicbes da suspensdo de virus foi misturado com 0,3 mL de uma cultura
bacteriana de E.coli em fase estacionaria somados com 3 mL de agar

semissolido e semeados em placas de Petri contendo o meio LB sélido.
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As placas com bactérias ou virus foram mantidas a 37°C por
aproximadamente 24 horas para posterior contagem das colonias ou plaques,
respectivamente. Posteriormente, foram construidos graficos expressando a
curva de inativagdo dos micro-organismos ao tratamento simultaneo SODIS

com 50 ng/mL de AM.

3.8. Aplicacéo da técnica de membrana filtrante

A fim de confirmar a inativacdo microbiolégica em amostras de agua
estéril contaminadas com cerca de mil células de E.coli (indicador de coliformes
fecais), as garrafas PET de 300 mL foram expostas ao LSS com ou sem AM
por até 2 horas, retirando aliquotas de 100 mL de cada garrafa nos tempos 0, 1
e 2 horas. Em um kit de microfiltracdo (ADVANTEC MFS), contendo uma
membrana de nitrato de celulose (MICROCLAR/porosidade 0,45um), estas
amostras foram filtradas com auxilio da bomba peristaltica e a membrana foi
inoculada em placa de acrilico (NUNC BRAND PRODUCTS) contendo meio
seletivo para coliformes fecais - Chromocult®. Em seguida, as placas foram

incubadas a 37°C para o crescimento bacteriano.

3.9. Avaliacéo bacterioldgica das aguas consumidas nas casas ao redor
do Lago Puruzinho/Humaita — no estado do Amazonas

Foram recolhidas amostras de agua do poc¢o artesiano recém-perfurado
na comunidade. As amostras foram tratadas seguindo o método SODIS com e
sem AM. Para realizar esta técnica, as amostras foram colocadas em garrafas
PET 2L incolor e expostas ao Sol por 3 horas. A cada hora, foi aplicada a

técnica de membrana filtrante em amostras de 50 mL de agua de cada garrafa



55

exposta ao sol, conforme tratamentos, para monitorar a inativacdo bacteriana.
Temperatura e irradiagdo UV-A também foram monitorados nos especificos

tempos.

3.10 Andlise estatistica

Os bancos de dados e as andlises estatisticas foram realizados nos
programas Microsoft Excel 2010 e GrafhPadPrism 5.

Previamente a aplicacdo dos testes estatisticos observamos a
distribuicdo dos parametros analisados em relacdo a curva de Gauss pelo
Teste de Kolmogorov-Smirnov.

Para destacarmos o efeito do AM no tratamento SODIS, foi aplicado o
Teste t para amostras ndo pareadas quando o parametro estimado apresentou
distribuicdo normal nos dois grupos comparados. Quando pelo menos um dos
grupos comparados ndo apresentou distribuicdo normal foi aplicado o Teste de
Mann-Whitney.

Em relagdo a interpretacdo dos testes de hipbétese aplicados

consideramos resultados estatisticamente significativos quando o valor de p foi

<0,05

» Os resultados mostrados a seguir sdo médias obtidas a partir de, no
minimo, trés experimentos considerados validos, realizados em

duplicata, o que gera um n =6.
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4 — RESULTADOS

4.1 Transparéncia de diferentes garrafas PET a radiacéo solar e artificial
Foram realizados cortes em forma de tiras de 5 garrafas PET dos
seguintes tipos: agua mineral marca Shincariol® (0,5 L), refrigerante marca
Pepsi® (0,6 L), agua com gas Minalba® (2,0 L), refrigerante marca Coca-Cola®
(2,0 L), refrigerante marca Pepsi® (1,5 L), com as quais foram feitas medidas
de transparéncia tanto em campo (radiagdo solar) como em laboratério (LSS).
Para as medidas realizadas em campo, a transparéncia variou de 76,67% a
87,7% para UV-A e de 23,1% a 29,03% para UV-B. Ja para as medidas feitas
no LSS, a transparéncia variou de 64,8% a 78,26% para UV-A e de 3,91% a

7,36% para UV-B. Na figura 14 estdo representados os resultados obtidos.

Transparéncia em garrafas PET incolor

90+ L
s g3 SO
Q\O/ 70 m E3 LSS
S 604 s Y
o S
5 i EE
§ gg- m hoaen
C I.I.I.I. ......-. -

I I
= 10- e ﬁ
UVA UVB
Radiacao

Figura 14 - Medidas das transparéncias médias das diferentes garrafas PET as
radiacbes UV-A e UV-B.

De acordo com os dados obtidos, as diferentes marcas de garrafas PET
utilizadas sdo similarmente capazes de barrar parte das radiacbes emitidas
tanto pela lampada artificial como pela luz solar. Além disso, estas garrafas séo
mais transparentes as radiacbes UV-A e UV-B solares do que as artificiais

(LSS 950 W).
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4.2 Espectro de transmissao da luz através da garrafa PET

A transparéncia de diferentes tipos de garrafas foi avaliada, através de
espectrofotometria (Hitachi U-3000) e constatamos que todas absorvem
radiacdo abaixo de 340 nm, ou seja, as radiagbes UV-A acima de 340 nm e
visiveis ndo sdo absorvidas e, portanto, atravessam o material de todas as
garrafas testadas, como podemos observar na Figura 15, onde € mostrado um

exemplo do espectro de absorcdo de uma garrafa PET incolor.

Espectrofotometria de uma garrafa PET incolor de 2L

1.0 1
Abs 1 :
~ . U—..—
Pons B el =
300.00 400.00 500.00 600.00 760.00 800.00 900.00
200.00 nm 980.00
Scan Speed: Auto Slit: 1.0 nm
PMT Voltage: AutoGain Sampling Interval: Auto

Baseline Mode: User 1

Figura 15 — Espectrofotometria UV-visivel de uma garrafa PET mostrando a

absorcao de UV abaixo de 340 nm (indicado pela seta).
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4.3 Parametros fisicos da agua submetida ao procedimento SODIS

A coleta de dados foi feita em intervalos de meia hora, registrando-se ao
longo de 9 horas e meia de exposicdo. Esses dados foram plotados em dois
graficos que relacionam as temperaturas (Figura 16) e as doses das radiacdes

UV-A e UV-B (Figura 17) com a fotodecomposi¢éo do AM.
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2
o 40,0 0,400 3 §
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2 300 0300 § g
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3 33
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—0— Absorbdncia do AM da garrafa exposta aluz

—8— Absorbdncia do AM da garrafa deixada no escuro

Figura 16 - Variacdo de temperatura (linhas em vermelho) e da
fotodecomposicdo do AM (linhas em azul) ao longo de 9 horas e meia de
exposicdo solar ao nivel do mar, no verdo, dia 5 de marco de 2008, Rio de

Janeiro-RJ.
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Figura 17 - Variacao do fluxo de radiagéo solar UV-A e UV-B (linhas em preto)
e da fotodecomposicdo do AM (linhas em azul) ao longo de 9 horas de
exposi¢do solar ao nivel do mar, no verdo, dia 5 de marco de 2008, Rio de

Janeiro-RJ.

4.4 Perda de cor do azul de metileno durante o processo

O desaparecimento da cor azul, ou seja, a transformacéo do AM na sua
forma leuco, ocorre porque o AM sofre reacdes de reducdo apos excitacéo
eletrbnica quando iluminado no comprimento de 660 nm, gerando um radical
semirreduzido. Este fato, ja descrito na literatura, foi observado por
espectrofotometria, quando amostras com concentracoes de 2 pg/mL e 0,2
png/mL de AM em agua foram expostas a radiacdo solar, conforme apresentado

na Figura 18.

Azul de Metileno (200 ng/mL)
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A - ANTES DA RADIACAO SOLAR

Figura 18 — Fotos das garrafas PET no inicio (A) e no final (B) do experimento
para verificar a perda da cor azul em diferentes concentragbes de AM. A)
Garrafas PET com concentracdes de 2 pg/mL, 0,2 ug/mL e sem AM no tempo
zero de exposic¢do a luz solar e no escuro. B) Apos trés horas de exposicao,
pode ser observada a fotodecomposicdo do AM nas garrafas que foram

iluminadas. Nas garrafas que ficaram no escuro, a cor azul permanece.

4.5 Inativacdo bacteriana em amostras de agua estéril, com diferentes

concentracbes de AM

Foram realizados experimentos com diferentes concentracbes de AM -
50, 100 e 200 ng/mL, e observamos que usando o fotossensibilizador, as
concentragcdes de 100 ng/mL e 200 ng/mL foram capazes inativar a E.coli em

apenas 30 minutos e, em 50 ng/mL, a inativacdo ocorreu em 60 minutos, para
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99,9% de inativacéo (Figura 19). Todas as concentracdes testadas foram muito
mais eficientes, em termos de descontaminacdo, do que o tratamento SODIS
classico, realizado durante 3 horas. Escolhemos a concentracdo minima (50
ng/mL) necessaria do fotossensibilizador, capaz de agilizar o processo de
desinfeccdo da 4gua pela luz solar em 60 min, levando em consideracao que o

aspecto azulado da &gua influencia o consumo da mesma pelo individuo.

Escherichia coli
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Figura 19 - Sobrevivéncia da bactéria E. coli K12A15 (10° céls/mL) variando as

concentragcdes do AM no tratamento SODIS.

O AM é um farmaco seguro quando utilizado em doses terapéuticas de
até 2 mg/kg sendo 75% excretado pela urina (GINIMUGUE & JYOTHI, 2010).
Nao existem dados suficientes na literatura para avaliar com precisdo a dose
minima téxica ou letal de azul de metileno. As doses superiores a 2 mg/kg

podem provocar sinais e sintomas de toxicidade. Em adultos as doses orais de



62

300 mg* por dia tém sido usadas no tratamento de metemoglobinemia, em
conjunto com o &cido ascorbico (http://toxnet.nlm.nih.gov).

A ingestéo diaria aceitavel (TDI) é uma estimativa da quantidade de uma
substancia em alimentos e em agua, medido em mg ou pg /kg de peso
corporal, que pode ser consumida durante todos os dias, com seguranca, por
toda a vida. O valor de referéncia (GV) para qualidade da &gua €, entdo,
derivado da TDI expresso na equagao apresentada a seguir, onde:

GV= Valor de referéncia (mg/kg/dia),
BW= Peso corporal (kg),
P= Fracao de TDI em outros alimentos (0,8)

C= Consumo diério de &gua (L)

GV =TDI x BW x P ) GV/=300*x 60 x 0.8 GV= 7.200 mg/kg/dia

C 2

Supondo que uma pessoa beba 2 litros de agua tratada com SODIS por
dia, com a concentracdo de 50 ng/mL de AM adicionada na &gua, ela vai ingerir
diariamente 2,4 mg/kg/dia de AM. Desta forma, a concentragao utilizada no
método SODIS+AM é 3.000 vezes menor do que a utilizada nos tratamentos de
metemoglobinemia para uma pessoa de aproximadamente 60 kg.

A fim de investigar a toxicologia do AM na inativacdo bacteriana com as
trés concentracdes testadas, as experiéncias foram realizadas no escuro.
Nenhuma das concentracdes testadas interferiu na sobrevivéncia bacteriana

conforme mostrado na Figura 20.
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Escherichia coli
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Figura 20 - Sobrevivéncia da bactéria E. coli K12Al1l5 variando as

concentracfes do AM no ESCURO.

4.6 Inativacdo microbiolégica em amostras de agua estéril com e sem
adicdo do AM (50 ng/mL) expostas a LSS

Para simular a radiagédo UV solar existente no Rio de Janeiro, no verao,
onde o fluxo de UV-A ultrapassa 120 J/m?/s, e em cerca de 10 J/m?/s para UV-
B, utilizamos o LSS com filtro AMO, que remove 0 excesso de raios
infravermelhos, e filtro 87066 que permite a passagem de 97,33% de raios UV-
A, 2,77% de raios UV-B e 0,00% de raios UV-C. A poténcia do aparelho foi
ajustada para 950 W/m? e, com a utilizacdo dos filtros, a taxa de dose para UV-
A ficou em torno de 171 J/m?/s e, para UV-B, em 1,3 J/m?s.

Esses experimentos foram realizados com quatro espécies bacterianas:

duas Gram negativas (E. coli e S. typhimurium) e duas Gram positivas (S.
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epidermidis e D. radiodurans). Eles consistiram em contaminar a agua esteéril

de forma controlada com aproximadamente 1 x 10° bactérias por mL e, em

seguida, adicionamos ou ndo AM (50 ng/mL). As amostras foram expostas a

LSS por diferentes tempos e as sobrevivéncias das bactérias foram analisadas.

Considerando a inativacdo biologica em torno de 90%, constatamos que para

0s experimentos com LSS, nas bactérias Gram negativas analisadas, a

presenca do AM promoveu grande sensibilidade, com inativacdo em 60 min de

tratamento. Sendo assim, o tempo de exposicéo foi reduzido em duas vezes

(2120 min para 60 min) para E. coli, conforme mostrado na figura 21.
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Figura 21 - Inativacdo da bactéria E. coli ao tratamento SODIS com ou sem

AM, irradiados ou n&o na LSS, em fungéo do tempo. O tratamento simultaneo

mostrou-se significativo a partir de 60 minutos, tendo como referéncia p < 0,05.
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Para a bactéria S. typhimurium a reducédo na sobrevivéncia celular foi de

trés vezes (180 min para 60 min) (Figura 22). Em algumas espécies de

Salmonella a inativagcdo ocorreu somente no tratamento simultaneo SODIS -

AM, ndo sendo verificada com SODIS isoladamente antes de 180 min.
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Figura 22 — Inativagédo da bactéria S. typhimurium ao tratamento SODIS com

ou sem AM, irradiadas ou ndo com LSS, em funcédo do tempo. O tratamento

simultdneo mostrou-se significativo a partir de 30 minutos, tendo como

referéncia p < 0,05.

Quando as culturas bacterianas foram iluminadas na presenca de AM,

observou-se um efeito sinergistico letal. Portanto, a presenca de AM foi capaz

de reduzir o tempo de inativacdo a 1/3 do necessario para a inativacéo

bacteriana produzida pelo SODIS sozinho.
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As bactérias Gram positivas analisadas foram extremamente sensiveis
ao tratamento simultaneo (LSS + AM), com 90% de inativagdo em apenas 10
min. Sendo assim a reducéo do tempo de exposi¢cao foi de aproximadamente

trés vezes (30 para 10 min) para S. epidermidis (Figura 23).

Staphylococcus epidermidis - LSS
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Figura 23 - Inativac@o da bactéria S. epidermidis ao tratamento SODIS com ou
sem AM, irradiadas ou ndo com LSS, em funcdo do tempo. O tratamento
simultdneo mostrou-se significativo a partir de 5 minutos, tendo como

referéncia p < 0,05.

A D. radiodurans € uma bactéria bastante conhecida por sua capacidade
de reparar danos no DNA de forma eficiente e precisa. E extremamente
resistente a radiacdo ionizante, a radiagcdo UV (100 a 295 nm), a mitomicina C

e, neste estudo, para o tratamento SODIS. Estes agentes induzem dano

oxidativo, ndo sO6 para o DNA, mas também para todas as macromoléculas
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celulares através da producdo de ERO, porém, em presenca do AM, ela

apresentou-se extremamente sensivel, com 90% de inativagdo em apenas 15

min de tratamento (Figura 24).
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Figura 24 — Inativacdo da bactéria D. radiodurans ao tratamento SODIS com

ou sem AM, irradiada ou ndo com LSS, em funcdo do tempo. O tratamento

simultdneo mostrou-se significativo a partir de 15 minutos, tendo como

referéncia p < 0,05.

Durante o tratamento, as doses de irradiagdo emitida pelo simulador

regulado com poténcia de 950 W/m? contendo os filtros AMO e 87066, foram

de 171 J/m?%s para UV-A e 1,3 J/m?/s para UV-B com temperatura média de

35,7°C, como citado anteriormente.
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4.7 Inativacdo microbioldgica em amostras de agua estéril, contaminadas
de forma controlada com o indicador bacteriol6gico de coliformes fecais
(E. coli K12A15), expostas aos tratamentos SODIS e SODIS + AM e

irradiadas na LSS e analisadas pela técnica da membrana filtrante

Duas garrafas PET de 300 mL contendo amostras de agua estéril foram
contaminadas com aproximadamente 10° células/mL, sendo, em uma delas,
adicionada solucdo de AM (50 ng/mL). As garrafas foram expostas a LSS por
até 2 horas, com aliquotas de 100 mL sendo retiradas de cada uma nos
tempos 0, 1 e 2 horas, filtradas e inoculadas em placas com meio seletivo para
coliformes. ApGs 24 horas de incubacéo foi possivel observar que, onde foi
utilizado o AM, a descontaminacdo ocorre mais significativamente do que no
tratamento SODIS classico. O resultado desta experiéncia esta mostrado na

Figura 25.

Figura 25 — Inativacdo bacteriana promovida pelo SODIS e SODIS+AM
monitorada através da técnica da membrana filtrante. Inativacdo de 1000
coliformes fecais (E. coil K12A15) por mL apés 2h de tratamento.
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4.8 Inativacdo microbiolégica em amostras de agua mineral comercial

com e sem adi¢cdo do corante AM (50 ng/mL) expostas ao sol

Realizamos experimentos com as mesmas bactérias e virus que foram
testados na LSS, para que comparassemos os efeitos da radiacao artificial com
a radiacao solar, além dos fatores naturais, tais como temperatura e outros.

Para realizacdo dos experimentos, contaminamos agua em garrafas
PET incolor contendo 2 L de 4gua mineral comercial com aproximadamente
10° células/mL, de forma controlada e em seguida adicionamos ou ndo AM (50
ng/mL). As amostras foram expostas a luz solar por diferentes tempos e as
sobrevivéncias das bactérias e dos virus determinadas, assim como as
temperaturas dentro das garrafas e as doses de irradiacdo UV-A e UV-B.

Os efeitos dos tratamentos SODIS e SODIS + AM ao longo do ano
podem ser comparados com resultados apresentados nos graficos onde,
considerando a inativacdo bacteriana em torno de 90%, constatamos que o
método SODIS+AM reduziu o tempo de exposicdo para 0S micro-organismos
testados. Para o grupo das bactérias Gram negativas, a reducdo do tempo de
exposicao ficou em torno de oito vezes (120 min para menos de 15 min) para

E. coli (Figura 26).
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Escherichia coli - SOL
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Figura 26 - Inativagdo da cepa selvagem de E. coli submetida ao tratamento
SODIS com ou sem AM, irradiados ou ndo no Sol, em funcdo do tempo. O
tratamento simultdneo mostrou-se significativo a partir de 15 minutos, tendo
como referéncia p < 0,05.

Para S. typhimurium, que se mostrou resistente ao SODIS durante todo
tempo, quando adicionado o AM, houve reducdo de 90% na sobrevivéncia

bacteriana (Figura 27) ja a partir de 50 minutos.
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Salmonella typhimurium - SOL
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Figura 27 — Inativagdo da cepa selvagem de S.typhimurium submetida ao
tratamento SODIS com ou sem AM, irradiada ou ndo no Sol, em funcédo do
tempo. O tratamento simultdneo mostrou-se significativo a partir de 30 minutos,

tendo como referéncia p < 0,05.

Tais experiéncias foram realizadas nos meses de agosto e setembro
(inverno/primavera) e, durante o tratamento, a média das taxas de dose de
radiac&o solar ficou em torno de 54,2 J/m?/s para UV-A e 1,7 J/m?/s para UV-B,

com temperatura média de 28,2°C.

Assim como na LSS, a S.typhimurium se apresentou mais resistente ao
SODIS do que a E.coli, entretanto, observamos um efeito sinergistico quando
as culturas foram iluminadas na presenca do AM. Para o grupo das bactérias

Gram-positivas o tempo de exposicao foi reduzido em seis vezes (30 min para
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5 min) para a bactéria S. epidermidis. Esses resultados sdo apresentados na

Figura 28.

Staphylococcus epidermidis - SOL
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Figura 28 - Inativacdo média da cepa selvagem de S. epidermidis submetida
ao tratamento SODIS com ou sem AM, irradiadas ou ndo no Sol, em funcéo do
tempo. O tratamento simultdneo mostrou-se significativo a partir de 5 minutos,

tendo como referéncia p < 0,05.

Estas experiéncias foram realizadas nos meses de outubro a novembro
(primavera/verdo) e, durante os tratamentos, a média das taxas de dose de
radiacéo solar ficou em torno de 102,6 J/m?/s para UV-A e 5,58 J/m?/s para UV-

B, com temperatura média de 35,4°C.

Os melhores resultados para o tratamento SODIS + AM, como

observados para a bactéria S.epidermidis, sdo atingidos quando, no ambiente
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sem nuvens, tipico no verdo, as altas doses de radiacdo solar somaram-se a

temperatura elevada.

Para a bactéria D. radiodurans nado foi possivel quantificar em vezes a
reducdo de tempo do tratamento SODIS no periodo de 1 hora. Entretanto, o
tratamento simultdneo mostrou resultados significativos, chegando a inativacao

de 90% da sua populacdo em 15 minutos. Este resultado est4 apresentado na

Figura 29.
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Figura 29 - Inativacdo meédia de D. radiodurans submetida ao tratamento
SODIS com ou sem AM, irradiados ou ndo no Sol, em funcdo do tempo. O
tratamento simultdneo mostrou-se significativo a partir de 30 minutos, tendo

como referéncia p < 0,05.

Estas experiéncias foram realizadas nos meses de novembro e

dezembro (verdo) e, durante os tratamentos, a média das taxas de dose de
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radiacéo solar ficou em torno de 51 J/m?/s para UV-A e 1,6 J/m?/s para UV-B,
com temperatura média de 31,7°C.

No alto verdo, a incidéncia de radiacdo solar na linha do Equador é de
aproximadamente 1120 W-m™. Assim, temos 1,12 kJ m™?de energia disponiveis
em cada segundo. Nessas condi¢des, as temperaturas podem ficar acima de
40°C (McGUIGAN et al, 2012).

Nos estudos com o bacteriéfago A, podemos observar que, na auséncia
de luz, a sobrevivéncia do virus ndo € afetada, tanto na presenca como na
auséncia do fotossensibilizador, sugerindo que o AM sozinho, até o tempo
analisado, ndo foi letal para este virus. Além disto, ndo houve nenhuma
diferenca de sobrevivéncia do mesmo quando diferentes mutantes bacterianos
foram utilizados para plagueamento do virus (dados ndo mostrados). Em
experimentos similares aos descritos para as bactérias, verificamos que a
inativacdo do virus ao tratamento SODIS, nas condi¢des utilizadas, somente
ocorre quando o AM é adicionado. Pudemos verificar que a inativacdo de 90%
da populacéo viral ocorre em apenas um minuto (Figuras 30 A e B).

Para as cepas de E. coli selvagem e para as deficientes no gene uvrA,
recA ou uvrA recA, as experiéncias foram realizadas nos meses de maio/junho
e agosto/setembro. Durante os tratamentos, a média das taxas de dose de
radiacéo solar ficou em torno de 34,8 Jm?%s a 52,8 J/m?/s para UV-A e 0,38

Jim?%s a 0,96 J/m?/s para UV-B com temperatura média de 28,2°C a 31°C.
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Figura 30 — A) Sobrevivéncia do bacteriéfago A quando inoculado na cepa de

E. coli selvagem, submetido ao tratamento SODIS com ou sem AM, irradiados

ou nado no Sol, em funcdo do tempo. B) O tratamento simultdneo mostrou-se

significativo a partir de um minuto, tendo como referéncia p < 0,05.
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4.9 Inativacdo microbiolégica em amostras de dgua de um poco artesiano

expostas aos tratamentos SODIS e SODIS + AM irradiadas na luz solar

e Amostras de agua de poco usadas pela populacéo ribeirinha do
Lago Puruzinho em Humaitd — Amazénia em 11 de outubro de 2014

Breve histérico: A Bacia do Rio Madeira vem sendo estudada ha mais de 25
anos com foco na toxicologia ambiental e humana do mercuario (HQ)
(PFEIFFER & LACERDA, 1988). A comunidade do Lago Puruzinho esta
localizada na cidade de Humait4-Am, na margem esquerda do Rio Madeira (Fig
31). O clima é quente e umido. As estagdes do ano sdo uma chuvosa “inverno”
que vai de outubro a abril e outra de estiagem “verdo” que vai de maio a
setembro. No meio do ano, algumas vezes acontece o fen6meno da “friagem”
que é uma queda da temperatura provocada pelo deslocamento da Massa de
Ar Polar Atlantica. As fontes de subsisténcia sdo a proépria floresta e os rios. O
rio serve ainda como via de comunicagédo e escoamento de produtos coletados
na floresta. O Lago é a Unica fonte de agua para o consumo da comunidade,

além de servir como escoamento sanitario.

Figura 31 - Mapa elaborado através de imagens de satélite LANDSAT-TM 7 e
a base Cartografica da ANEEL (http://www.aneel.gov.br).
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A agua consumida pela Comunidade do Lago Puruzinho, em Humait4,
na regido Amazonica, foi tratada com SODIS ou SODIS com AM.

As garrafas foram expostas ao sol entre 13h30min e 16h30min com
temperaturas médias no interior das garrafas de 39,25°C (Figura 33) e radiacao
UV-A variando entre 53,5 — 7,5 J/m?/s(Figura 32).

Amostras de 50 mL foram filtradas a cada hora nos tempos 0, 60, 120 e 180
min do inicio do tratamento e os filtros depositados sobre placas contendo o
meio de cultura Chromocult® para verificar a presenca de coliformes fecais.

Foi possivel verificar a morte de coliformes fecais presentes no pocgo
artesiano quando a essa agua, foi adicionado AM, conforme apresentado na
Figura 34. O percentual de inativacdo de coliformes fecais, comparando-se 0s
métodos SODIS e SODIS+AM, durante a experiéncia no Lago Puruzinho, esta

indicado na Tabela 4.

Tabela 4 - Inativacdo de coliformes fecais ao tratamento SODIS com ou sem
AM na presenca de luz solar, em funcédo do tempo. Experiéncia realizada com

agua do poco artesiano no Lago Puruzinho.

Média do n’ de colénias por | Média do n’ de colénias por
_ placa ap6s o tratamento placa ap6s o tratamento
Tempo (min)
SODIS SODIS+AM
0 158 130
60 130 116
120 126 72
180 108 24
Percentual de inativacao
de coliformes fecais apés 31,65% 81,53%
180 min
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As doses de radiacéao solar (UV-A) e temperaturas observadas nessas

experiéncias sao apresentadas nas Figuras 32 e 33, respectivamente.
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Figura 32 — Monitoramento das doses de radiacdo solar (UV-A) em 11 de

outubro de 2014 entre 13h30min e 16h30min. Experiéncia realizada no Lago

Puruzinho.
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Figura 33 — Medidas das temperaturas médias da agua dentro da garrafa PET,

durante o periodo de exposi¢cdo ao sol entre 13:30h — 16:30h. Experimentos

realizados em triplicata.
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Figura 34 — Fotografia da aplicacdo da técnica de membrana filtrante em
amostras de &agua do pogo artesiano. Inativacdo de coliformes fecais
encontrados no pocgo artesiano do Lago Puruzinho — Humaita/AM, submetidos
ao tratamento SODIS e SODIS+AM (50 ng/mL).
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5 - DISCUSSAO

A escassez de agua pode tornar-se um grande obstaculo para a saude
publica e desenvolvimento. Atualmente, a UNICEF e a OMS estimam que 780
milhdes de pessoas ndo tenham acesso ao abastecimento de agua de boa
qualidade e 2,4 bilhdes de pessoas nao tenham saneamento adequado. As
consequéncias das doencgas associadas a essas condigdes sdo preocupantes,
principalmente as que causam diarreia. Segundo Mathers e colaboradores
(2009), cerca de 90% das mortes por doencas diarreicas sdo atribuidos a falta
de 4gua potavel, saneamento e higiene. Estas sdo responsaveis por cerca de
2,2 milhdes de mortes a cada ano, nos paises em desenvolvimento, além
disso, afetam desproporcionalmente as criangcas, com 1,5 milhées de mortes
por ano.

Uma grande variedade de tecnologias vem sendo implementada, para
melhorar as condicbes da agua para uso doméstico, dentre estas a
desinfeccao solar da agua (SODIS) (FISHER et al., 2012).

As radiacdes infravermelhas, UV-A e UV-B, em conjunto, sé&o
responsaveis pelo processo de desinfeccdo da agua. Os raios infravermelhos
sao responsaveis pela elevacdo da temperatura, causando desnaturacdes de
estruturas celulares. Por sua vez, as radiacdes UV-A e UV-B causam lesdes
nos acidos nucleicos e interagem com moléculas de oxigénio presentes na
agua, gerando ERO que danificam estruturas importantes ocasionando a morte
celular, respectivamente (LEITAO et al, 2005) ). Devido a ndo adaptacéo de
micro-organismos a estas condicdes ambientais hostis, ocorre a morte,

inclusive de patogenos, levando a desinfeccdo solar da agua.
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Alguns autores relatam que, sob certas condi¢cdes de campo, como em
tempo nublado, por exemplo, bactérias e virus ainda sdo encontrados, apos a
exposicdo a luz solar de um dia inteiro, sendo necessarios de 10 a 48 horas
para que ocorra a desinfeccdo adequada (FISHER et al., 2008; NOBLE et al.,
2004; RIJAL & FUJIOKA, 2003; SINTON et al., 2002).

Diretrizes baseadas em saude publica, desenvolvidas pela OMS,
recomendam que, para que a agua possa ser utilizada domesticamente, e,
portanto esteja potavel, € necessario que haja reducdo de quatro a cinco
ordens de grandeza para bactérias, virus e cistos de protozoarios (SOBSEY &
BROWN, 2011). Tais orientagbes motivam a exploracédo das condi¢cdes em que
a inativacao de microrganismos € alcancada sob a energia solar ideal, bem
como os esfor¢os para acelerar a metodologia SODIS sob condi¢cdes adversas
(FISHER et al., 2012).

De acordo com Fisher e colaboradores (2012), aditivos simples e de
baixo custo foram encontrados para aumentar as taxas de desinfecgéo solar e
pesquisas anteriores forneceram alguns resultados sobre os mecanismos pelos
quais esses aditivos aceleraram a inativacdo microbiana. O peroxido de
hidrogénio, por exemplo, apresentou-se como um aditivo capaz de acelerar a
fotoinativagdo de bactérias indicadoras, virus e esporos (FISHER et al., 2008;
EISENSTARK et al., 1986; SICHEL et al., 2009).

Os fotossensibilizadores que tém sido estudados para erradicacdo de
micro-organismos, pertencem a diferentes grupos de compostos, por exemplo,
os xantenos halogenados (Rosa Bengala), fenotiazinicos tais como Azul de

Toluidina e 0 AM, acridinas e conjugados de clorina (WAINWRIGHT, 2002).
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Ha mais de cem anos Raab (1900) publicou o primeiro artigo sobre
efeitos fotodindmicos de compostos quimicos (eosina e alaranjado de acridina)
contra micro-organismos. A aplicabilidade desta técnica foi demonstrada em
bactérias, virus e protozoarios bem antes da Segunda Guerra Mundial, mas
foram abandonadas devido a popularizacdo das sulfonamidas e a penicilina
(WAINWRIGHT, 2002).

Micro-organismos tais como bactérias, fungos e virus também podem
ser inativados por luz visivel, depois do tratamento com um fotossensibilizador
apropriado, em um processo denominado inativacao fotodinamica (GAD et al.,
2004).

Na presenca de oxigénio, naturalmente encontrado nas células, o
fotossensibilizador ativado pode reagir com moléculas na sua vizinhanga por
transferéncia de elétrons ou hidrogénio, levando a producéo de radicais livres
(reacdo do tipo I) ou por transferéncia de energia ao oxigénio (reacao do tipo
I), levando a producéo de oxigénio singleto. Ambos os caminhos podem levar
a morte celular (LAMBRECHTS et al., 2005; DEMIDOVA & HAMBLIN, 2005).

Tem sido descrito que vérios fotossensibilizadores podem matar
bactérias orais in vitro. O AM, por exemplo, pode erradicar totalmente Candida
albicans da cavidade oral, através da sua administracao topica (TEICHERT et
al., 2002). O retorno da aplicacdo antimicrobiana de fotossensibilizadores é
resultado de dois fatores: a disseminacéo da AIDS e 0 enorme crescimento das
infeccbes hospitalares devido as bactérias resistentes aos farmacos

(PERUSSI, 2007).
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Em 2009 j4 se falava sobre a utilizacdo de fotossensibilizadores
nanoestruturados em um equipamento de baixo custo que utilizasse a energia
solar para purificar a &gua em regides carentes (ALROUSAN et al, 2009).
Porém, ainda assim, esses aparelhos (reatores) apresentam um custo muito
maior que a utilizacdo do AM em garrafas PET. Além da diminui¢cdo do impacto
ambiental que a utilizacdo das garrafas PET proporciona.

Segundo Asiimwe e colaboradores (2013), existe certa preocupacao
sobre o produto da fotodegradacéo das garrafas PET durante a desinfeccéo
solar de agua, sendo esta uma barreira psicoldgica ao uso do SODIS. Estudos
compararam a eficicia da garrafa de vidro e da garrafa PET na inativacédo de
E. coli, e os resultados indicam que a eficacia do tratamento SODIS em
garrafas de vidro sob condi¢@es tropicais é comparavel as de plastico PET.

Em uma avaliacdo global do método SODIS, os beneficios e 0s riscos
tém de ser ponderados, sendo este um processo de tratamento eficaz, simples
e barato para a desinfeccdo solar da agua. Geralmente, micropoluentes
quimicos em agua potavel sdo considerados um problema menor em
comparagcdo com 0s possiveis riscos de contaminacdo microbiana. Nesse
sentido, dados sobre produtos quimicos que migram de garrafas PET para
agua potavel confirmam que o processo de tratamento SODIS € seguro e ndo
provoca a migracdo de contaminantes perigosos em niveis criticos como
insinuado por relatos isolados (SCHMID et al., 2008).

Aléem dos agentes fisicos, a fotossensibilizacdo € capaz de otimizar o
potencial esterilizante da desinfec¢cdo solar quando néo for possivel atingir a
irradiancia e a temperatura adequadas. O AM é de uma categoria especial de

agentes fotossensibilizadores, os corantes vitais ndo toxicos. Estes sao
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capazes de intensificar a producéo de ERO, ao absorverem um foton de luz de
comprimento de onda na faixa de 660nm (luz visivel vermelha), sdo ativados e
reagem com moléculas de oxigénio, por transferéncia de energia, elétrons ou
protons, produzindo radicais livres e/ou oxigénio singleto, ocasionando a
destruicdo das células. O AM é foto decomposto pela radiacdo solar, causando
alteracdo no aspecto da agua, que do tom azulado caracteristico, passa ao
incolor, para o consumo (MELO & PERUSSI, 2012).

A terapia fotodindmica do AM tem sido usada como agente
antimicrobiano, causadas por Staphylococcus aureus resistente a meticilina em
feridas superficial e profunda (PARJAM et al.,, 2009). Tal molécula, em
combinacdo com luz, também inativa o virus da hepatite C e o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV-1), além de ser utilizado em casos de psoriase
(BREITKREUTZ & MOHR, 1998; SALAH et al., 2009).

A radiacdo solar no Rio de Janeiro, no verdo, € composta de cerca de
93% de raios UV-A e 7,% de raios UV-B. Para melhor compreender a interacéo
dos fendmenos naturais com o material biologico, utilizaram-se fontes de
radiagdo semelhantes as encontradas na natureza. Os ensaios na LSS com o0s
filtros AMO, capaz de remover o excesso da radiagéo infravermelha e o 87066
que permite a passagem de 97,33% de raios UV-A e 2,77% de raios UV-B,
melhor mimetizaram as condi¢bes naturais. A intensidade de radiacdo solar
utilizada durante as experiéncias foi de 950 W/m? sendo essa condicdo
favoravel ao SODIS, pois, como dito por Acra e colaboradores (1984), é
necesséaria uma intensidade de radiacdo solar de, no minimo, 500 W/m? para

gue a desinfeccdo da agua tenha o efeito desejado. Portanto, o procedimento
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de dosimetria pelo simulador foi necessario para monitoramento e comparagao
dos resultados observados nos tratamentos.

Foram realizadas algumas experiéncias expondo garrafas PET ao Sol e
a LSS, enquanto outras permaneceram no escuro, como controles
experimentais. Desta forma, foi possivel observar que no escuro ndo houve a
inativacdo dos micro-organismos, tanto na amostra sem o fotossensibilizador
guanto na amostra com o mesmo, sugerindo que o AM sozinho, no escuro, ndo
é letal nas condi¢fes testadas.

Observamos um efeito sinergistico do tratamento SODIS quando as
culturas sao iluminadas com LSS ou com Sol, na presenca do AM. O fendbmeno
foi observado em E. coli, S. typhimurium, S. epidermidis, D. radiodurans e
virus.

Com relacdo a eficiéncia da inativacdo bacteriana, é conhecido que
bactérias Gram-positivas sao geralmente mais susceptiveis a inativacao
fotodindmica e as espécies Gram negativas sao significativamente resistentes
a muitos fotossensibilizadores comumente usados em terapias fotodinamicas
(MAISCH, 2009).

As bactérias Gram positivas (S. epidermidis e D. radiodurans) foram
extremamente sensiveis ao tratamento simultdneo, devido supostamente a sua
estrutura, pois estas se caracterizam por possuirem a parede peptideoglicana
mais densa. Este fator deve ter contribuido para a permanéncia da molécula de
AM na célula e ao penetrar e receber radiagdo solar por 5 minutos causou a

morte celular. S. epidermidis € um micro-organismo oportunista, presente na

pele e em mucosas, por vezes, também esta presente nos intestinos e no trato
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urinario. E conhecido por sua capacidade de desenvolver resisténcia contra
agentes antimicrobianos (MIYABE et al., 2011).

D. radiodurans € um dos organismos mais resistentes a radiacdo ja
descobertos. E classificado como um coco Gram positivo, apresentando um
envelope celular complexo, semelhante ao dos organismos Gram negativos. E
importante ressaltar que o seu mecanismo de reparo de quebras de fita dupla
de DNA (DSB) € muito eficiente e preciso, podendo restaurar até milhares de
DSB (ZAHRADKA et al., 2006). Entretanto, se a maquinaria molecular
envolvida neste processo for inativada por oxidacdo, a célula se torna muito
mais sensivel aos danos (DALY et al., 2007). Embora muito eficiente na defesa
de outras ERO, esta bactéria parece muito sensivel ao oxigénio singleto gerado
na presenca de fotossensibilizadores, apresentando maior sensibilidade do que
a observada em a E. coli para tratamento fotodinamico com o sensibilizador
Rosa Bengala, que gera oxigénio singleto e radicais superéxido (SLADE &
RADMAN, 2011). Assim, mesmo a D. radiodurans, resistente a agentes fisicos

que causam lesdes no DNA, como radiacdes ionizante e ultravioleta, quando

na presenca do AM, 90% das células foram inativadas em apenas 15 min.

Diferentemente, as bactérias Gram negativas (E. coli e S. typhimurium)
apresentam uma fina camada peptideoglicana envolta por uma membrana
externa composta por fosfolipideos, lipoproteinas, proteinas e
lipopolissacarideos (LPS). Essa membrana age como uma barreira contra
agentes quimicos, dificultando, assim, a entrada e fixacdo do
fotossensibilizador, sendo necessario um tempo maior de exposi¢cdo a radiacao

solar (PELCZAR, 1996).
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E. coli é a espécie mais frequentemente estudada, sendo este micro-
organismo de referéncia para a identificagdo de coliformes fecais na agua e
alimentos. Estudos em citometria de fluxo demonstraram que a inativacao
desta espécie pela desinfeccdo solar € causada pela interrupcdo de uma
sequéncia normal de funcbes celulares. A sintese de ATP e a atividade da
bomba de efluxo cessam logo apds o inicio da exposicdo seguido por uma
gradual perda de potencial de membrana e de uma redugéo na absorgcéo de
glicose. Finalmente, a membrana citoplasmatica das células bacterianas se
torna permeavel, levando a morte celular (BERNEY et al., 2006). De acordo
com nossos resultados, a inativacao bacteriana ocorreu em apenas 15 minutos,
quando o AM foi administrado junto com a radiacéo solar. Para o tratamento
SODIS classico, tanto irradiado artificialmente quanto naturalmente, foram
necessarios 120 minutos.

Em Salmonella, a inativacdo ocorreu somente no tratamento simultaneo,
ndo sendo verificada com SODIS isoladamente até 180 min irradiados no LSS
ou Sol. A resposta fisioldgica ao SODIS pode ser diferente entre as bactérias
entéricas, portanto, a espécie E. coli pode ndo ser a bactéria indicadora
apropriada para testar a eficacia do SODIS sobre bactérias entéricas (BERNEY
et al., 2006).

Para os estudos com virus bacterianos expostos ao LSS, Andrade em
2009, verificou a inativacdo de 90% das particulas em 60 min de exposicao,
enquanto que, no modelo com fotossensibilizagdo, em apenas 30 min ocorre
inativacao quase total dos virus (99,999%), como visto na Figura 35, publicada

pelos autores.



88

Bacteriofago A - LSS
1,00E+01
1,00E+00 = - —8—SO0DIS
- 1 1 —&— SODIS+AM
1,00E-01 ESCURO
s ESCURO+AM
2
& 1,00E-02 T_\i
[*]
=
<
=  1,00E-03
2
=]
?
o  1,00E-04 -
=]
[=]
S
8 1,00E-05 -
L.
1,00E'06 T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180
Tempo (min)

Figura 35 - Inativacdo dos virus com o decorrer do tempo (ANDRADE, 2009)

Outras experiéncias foram realizadas com cepas de E. coli deficientes
em mecanismos de reparacdo do DNA. Estes resultados permite-nos sugerir
gue tipo de lesdo esta sendo produzido nos virus pelo tratamento. Entretanto,
nao foi observada nenhuma diferenca na inativacdo dos virus, nem o0s
irradiados na LSS, descrito por Andrade em 2009 (Figura 36), ou luz solar
natural, quando inoculados nos diferentes mutantes bacterianos deficientes em
um dos mecanismos de reparo do DNA. Esses dados sugerem que as lesdes
nao foram do tipo dimero de pirimidinas, visto que estas sdo corrigidas pelo
reparo por excisdo de nucleotideos, nem quebra na molécula de DNA,
corrigidos pela recombinacdo genética. Se o fotossensibilizador atuasse nas
fitas de DNA, quando os virus lesados fossem inoculados na cepa selvagem,

haveria o reparo no DNA do virus pelas proteinas de reparo da bactéria



aumentando a sobrevivéncia viral, relativamente aos virus inoculados

cepas deficientes em reparo, o que nao foi observado.
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Figura 36 - Sobrevivéncia dos virus quando inoculados em diferentes cepas de

E.coli, apds tratamento com SODIS e SODIS+AM (ANDRADE, 2009).

Postula-se que onde h& bactérias é possivel encontrar pelo menos um

bacteri6fago para cada hospedeiro diferente. Solo, agua, esgoto, seres

humanos e animais (pele, cavidade oral, saliva, fezes, intestino) e até mesmo

os alimentos de consumo humano, sdo alguns exemplos de onde esses virus

podem ser isolados. Os bacteridfagos tém evoluido a ponto de sobreviverem
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em ambientes indspitos como temperaturas extremas (MARKS & SHARP,
2000; ASHELFORD et al., 2003; MERRIL, 1974).

Segundo Jonczyk et al. (2011) os bacteriofagos podem ser resistentes a
fatores fisicos, quimicos, como a temperaturas extremas (baixas e altas), pH,
salinidade e concentracdo de ions. Entretanto, quando expostos a luz solar na
presenca do AM foi necessario apenas 1 minuto para inativacao viral.

Corantes de fenotiazina, tais como a azul de metileno, azul-de-toluidina,
vermelho neutro sdo fotossensibilizadores adequados uma vez que eles
absorvem luz com comprimentos de onda acima de 500 nm, onde as proteinas
plasméticas ndo absorvem. Além disso, eles formam complexos fortes com as
proteinas de superficie e os acidos nucleicos do virus (LO et al, 2015).

Nossos resultados sugerem que a utilizagdo do AM como sensibilizador
associado ao tratamento SODIS, permitiu a reducdo drastica do tempo
necessario para a desinfeccdo solar, permitindo a eliminacdo de bactérias e
virus presentes na agua, de maneira eficaz, mesmo em condi¢des adversas de
temperatura e radiacdo solar, durante diferentes épocas do ano, fator de
extrema relevancia em popula¢des que ndo tém acesso a agua potavel.

A quantidade desta substancia adicionada a agua nao onera o
tratamento, pois o preco de um frasco contendo 30 mililitros da solucéo de AM
1% (p/v) é bastante acessivel a populacao, e poderia, assim, ser utilizada para
tratar grandes volumes de agua, uma vez que uma gota € capaz de desinfetar
cerca de 10 litros de agua. O uso do método SODIS com AM é valido, e de
extrema relevancia, principalmente, para as regibes que nao dispdem de
intensidade solar suficiente. Na Figura 37 encontra-se 0 esquema pratico para

a utilizacdo doméstica do AM.
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Figura 37 — Esquema proposto para o uso doméstico do AM na técnica

SODIS para 10 litros de 4gua

6 — CONCLUSOES

o O material dos diferentes tipos de garrafas PET absorve radiacao

abaixo de 340 nm, ou seja, parte das radiacbes UV-A e visiveis ndo sao
absorvidas e, portanto atravessam todas as garrafas testadas;

o A transparéncia de diferentes tipos de garrafas PET é semelhante
e capaz de barrar parte das radiagbes emitidas tanto pela LSS quanto pela
luz solar. Além disso, essas garrafas sdo mais transparentes as radiacdes
UV-A e UV-B solares do que as artificiais;

o A cor azul de solu¢cdes de AM nas concentracfes de 2 pug/mL e

0,2 pg/mLdesaparecem quando expostas ao sol por 3 horas constatando a
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transformacéo do AM na sua forma leuco, um fendémeno devido a absorcéo
da radiagdo UV-A, ja descrito na literatura;

o O AM pode ser usado como sensibilizador nos testes SODIS
porque reduziu drasticamente o tempo necessario para a desinfec¢ao solar,
tanto em dias ensolarados quanto em dias nublados, permitindo a
eliminacdo de bactérias e virus da agua;

o Quando culturas bacterianas foram iluminadas na presenca de
AM, observou-se um efeito sinergistico que levou a letalidade de micro-
organismo;

o A Salmonella typhimurium se mostrou mais resistente aos
tratamentos SODIS classico e SODIS + AM que a E.coli. Sabendo-se que
este micro-organismo € uma enterobactéria patogénica, consideramos que
este deva ter a mesma importancia que a E. coli, no estudo de &aguas
contaminadas;

. A técnica de membrana filtrante foi eficaz para coliformes, uma
vez que a quantidade amostral que pode ser analisada é maior do que a
usada em semeadura por espalhamento, e o uso do meio seletivo para
coliformes facilita a avaliagdo da qualidade da agua;

o O uso de um aditivo de baixo custo, como o AM, é capaz de
acelerar a metodologia SODIS o que o torna de imensa importancia para a
aplicacdo em comunidades carentes de agua potavel, que dependem do
Sol para desinfec¢do da agua, durante o ano inteiro;

o A disseminacdo da técnica SODIS + AM na regido Amazonica
contribuiu para a melhoria da qualidade da agua conforme aplicado e

testado no Lago Puruzinho;
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. O método SODIS + AM foi desenvolvido e validado, podendo ser
utilizado como opc¢éo segura e eficaz de descontaminacdo microbiolégica

de agua em nivel caseiro para regides sem acesso a agua tratada.

PERSPECTIVAS

o Evidentemente o uso do tratamento SODIS + AM levou a
inativacdo de bactérias causadoras de doencas transmitidas pela
contaminacdo da agua, como E. coli que causa diarreia infecciosa e
Salmonella, a disenteria (diarreia liquida). Sendo assim, como perspectivas
para complementagdo do trabalho, avaliaremos a inativacdo de outras
espécies causadoras de doencas transmitidas pela contaminacdo da agua,
principalmente disenteria por infecdo parasitaria (Giardia lamblia -
Giardiase), (Entamoeba hystolytica - Amebiase) ou célera (infeccdo com o
Vibrio colerae);

. Avaliar a inativacao de fungos;

o Aplicacdo da técnica de Desinfeccdo Solar SODIS + AM pode ter
seu uso potencialmente estratégico principalmente durante calamidades
publicas, como alagamentos e enchentes;

o Capacitacéo de jovens (escolas e comunidades) para disseminar
a técnica SODIS + AM em regides carentes, desta forma, diminuindo os

problemas associados ao consumo de aguas contaminadas.

ANEXO

A partir da implementacéo do Projeto — “Pensa Rio — Apoio ao Estudo de

Temas Relevantes e Estratégicos para o Estado do Rio de Janeiro” /[FAPERJ
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(2007), iniciamos trabalhos de sensibilizagdo, capacitacdo e divulgacédo do
método SODIS + AM que foram realizados para ressaltar a importancia do
tratamento da agua e dos habitos de higiene pessoal. Essa abordagem foi
realizada de diferentes maneiras, principalmente através de palestras e aulas

praticas.

Atividades realizadas:

» Escola Municipal Leonel Azevedo - RJ (2009). Palestra e aula pratica
para os alunos do Ensino Fundamental Il;

» Espaco Ciéncia Viva - RJ (2010). Realizacao de Oficinas;

» “Espaco Ciéncia Viva na Praga” - RJ (SNCT/2009 e 2011). Divulgacéo
durante a Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia;

» Feira FAPERJ - Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo — RJ (2011 e 2013).
Exposi¢cdo do método SODIS fotocatalisado;

» Escola Municipal Politécnica Antdnio Luiz Pedrosa - Araruama (2012).
Palestra para os alunos do Curso Técnico em Meio Ambiente;

> Através Do projeto do Instituto de Pesquisa Translacional em Saude e
Ambiente na Regido Amazonica — INPeTAm (CNPg-FAPERJ) foi
possivel a formagdo de um grupo multidisciplinar e interinstitucional,
incluindo a capacitacdo de recursos humanos, voltado para a questéo da
Educacdo em Saude. No Curso pratico para professores do ensino
fundamental em Ouro Preto do Oeste (RO) apresentados nas figuras 38

e 39, foi possivel demonstrar o método SODIS fotocatalisado.
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Figura 39 - Aula prética para demonstracdo do método SODIS + AM.

O projeto “A desinfecgdo Solar melhorando a qualidade da agua”, foi
apresentado na | Expedicdo multidisciplinar ao Lago Puruzinho em Humaita/AM
em 2010 (Figura 40), logo ap0s a avaliacdo bacteriolégica das aguas

consumidas nas casas ao redor do Lago (Figuras 41, 42 e 43).
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Figura 41 - Local para abastecimento da comunidade do Puruzinho.
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Figura 42 - Avaliagcdo microbiolégica das aguas consumidas e aplicacédo do
método SODIS.

Figura 43 — Resultados da aplicacdo do método SODIS e divulgagéo para
comunidade.
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Em 2012, foi feita a divulgacdo do método SODIS + AM, conforme
mostrado na Figura 44, avaliacdo bacteriolégica das aguas da comunidade de
Buiucu, na margem do Rio Madeira, e as consumidas a partir do pogo artesiano

construido ao redor do Lago Puruzinho.

Figura 44 — Abordagem dos habitantes locais para coleta de agua e divulgacéo
do método.

Em 2014 a aplicacédo real na populacao ribeirinha do Lago Puruzinho em

Humait4, como apresentado na Figura 45.

Figura 45 — Garrafas PET incolores expostas ao Sol, utilizadas pela populacao
local.
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