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Somos

seres humanos, dormindo
brincamos, cantamos
guando ndo choramos
amamos.

Depois despertamos,

vivemos
eternamente.

Beni Chauque
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RESUMO

A desinfeccao solar (SODIS) € uma técnica eficaz de tratamento microbiol6gico
de agua que € barata e de facil acesso, aplicavel as comunidades desprovidas
de sistemas convencionais de distribuicdo de agua potavel, entretanto o menor
volume de agua tratada por dia é uma limitacdo para o processo convencional
de SODIS. Visando contribuir para a superacdo desta limitacdo, no presente
trabalho foi desenvolvido um sistema de desinfecdo solar de agua em fluxo
continuo que utiliza o efeito sinérgico do calor e da radiacéo ultravioleta, e foi
testado para inativacdo de cistos de Acanthamoeba castellanii, e Escherichia
coli, Salmonella Typhimurium, Enterococcus faecalis e Pseudomonas
aeruginosa. O sistema consistiu de um aquecedor solar, constituido de um
concentrador cilindrico-parabdlico e um irradiador de UV, constituido de um
concentrador do tipo fresnel combinado com um concentrador cilindrico-
parabdlico. A agua contaminada foi bombeada para o interior do absorvedor
tubular colocado no foco do aquecedor, passando em seguida pelos reatores
tubulares de quartzo colocados nos focos dos concentradores no irradiador de
UV. A inativacao efetiva de cistos de A. castellanii foi obtida quando a agua foi
exposta ao feito sinérgico da UVA e UVB a uma temperatura de 60°C por 10
minutos. A inativacao de todas bactérias aeruginosa foi obtida quando a agua foi
aquecida até 55°C e feita passar uma Unica vez pelo irradiador de UVA e UVB.
O protétipo processou 1 litro de agua a cada 90 segundos, funcionando das
08:30 as 16:30 horas, em dias ensolarados. O sistema € eficaz, e tem potencial
para ser aplicado como uma alternativa para o suprimento publico de agua
potavel em larga escala.

Palavras-chave: SODIS, fluxo continuo, irradiador de UV solar, aquecedor solar.
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ABSTRACT

Solar water disinfection (SODIS) is an effective microbiological water treatment
technique and is inexpensive and easily accessible, applicable to communities
lacking conventional drinking water distribution systems; however, the smaller
volume of treated water per day is a limitation for the conventional SODIS
process. In order to contribute to overcome this problem, a continuous flow solar
water disinfection system was developed and tested for inactivation of
Acanthamoeba castellanii cysts, and Escherichia coli, Salmonella Typhimurium,
Enterococcus faecalis and Pseudomonas aeruginosa. The system consisted of
a solar heater consisting of a cylindrical-parabolic concentrator and a UV
irradiator consisting of a fresnel-type flat concentrator combined with a cylindrical-
parabolic concentrator. Contaminated water was pumped into the tubular
absorber placed on the heater focus and then passed through the quartz tubular
reactors placed on the concentrator foci on the UV irradiator. The inactivation of
all A. castellanii cysts was achieved when water was exposed to the synergistic
effect of UVA and UVB at a temperature of 60°C for 10 minutes. The inactivation
of all bacteria was achieved when the water have been preheated to 55°C and
passed once through the UVA and UVB irradiator. The prototype processes 1
liter of water every 90 seconds. The system is effective and has the potential to
be applied as an alternative to the large-scale public drinking water supply.

Keywords: SODIS, continuous flow, solar UV radiator, solar heater.
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1. INTRODUCAO

Desde o primeiro relato da desinfeccao solar (SODIS) (Acra et al., 1980), esta
técnica despertou muito interesse dos pesquisadores, principalmente nas
ultimas duas décadas. A SODIS é uma forma eficaz e acessivel de tratamento
de &gua por utilizar o sol que é uma fonte gratuita de energia, que mundialmente
acessivel e abundante principalmente em regides intertropicais (Chigueru et al.,
2000; McGuigan et al., 2012, Pichel et al., 2019). Nestas regides
coincidentemente, vive uma grande porcentagem das populacfes sem acesso a
agua potavel (Mbonimpa et al. 2012) e, as doencas de transmissao hidrica sao
mais prevalentes (Baldurssor & Karanis, 2011).

Em varios estudos usando SODIS ou pasteurizacdo solar (SOPAS), foi
alcancada uma eliminacdo de total ou uma reducdo significativa de varias
espécies bacterianas, ovos de helmintos, alguns virus, bem como cistos e
oocistos de protozoarios, usando abordagens de desinfeccdo por batelada
(McGuigan et al., 2012, Pichel et al., 2019).

Foi relatada a eliminacéo de Escherichia coli durante os testes de um sistema de
SOPAS de 4gua em fluxo continuo (Domingos et al., 2018) ou um sistema que
utiliza a UVB solar (Mbonimpa et al. 2012). Apesar da E. coli ser um indicador
padrdo de qualidade microbiologica da agua, estas bactérias séo relativamente
mais sensiveis do que muitos microrganismos de transmissao hidrica, como
protozoarios (Malato et al., 2009; McGuigan et al., 2012, Pichel et al., 2019).
Conseguir uma eficacia da desinfeccdo de agua em fluxo continuo é uma etapa
decisiva para que a SODIS seja aplicavel na industria de abastecimento publico
de agua pois ela soluciona o problema de pequeno volume de agua tratada por
dia e o longo tempo de exposicao requerido para alcancar niveis microbiol6gicos
seguros (Vivar et al., 2015) principalmente em dias de baixa insolacao.

Para que a SODIS em fluxo continuo seja considerada uma estratégia segura de
tratamento microbiol6gico da agua para o consumo humano, deve ser capaz de
inativar tanto bactérias bem como outros microrganismos e suas respectivas
formas de resisténcia ambiental, como os cistos de Acanthamoeba spp. Os
cistos de Acanthamoeba s&o resistentes a condi¢cbes fisicas e quimicas
extremas, incluindo pH 2,0, congelamento, radiacdo gama (250 rads) e radiacdo
UV (800 mJ/icm?) (Aksozek et al., 2002; Chatterjee, 1968); calor Umido



(Kilvington, 1989; Cervero-Aragé et al. 2013); ou 24 anos a 4°C em agua (Mazur,
1995); bem como a dessecacao por mais de 20 anos (Sriram et al., 2008), e sédo
resistentes ao cloro (Thomas et al., 2004). Além disso, o género Acanthamoeba
€ de grande interesse clinico, ambiental e sanitario porque, além destes
microrganismos serem anfizoicos, tém sido implicados na persisténcia de vasto
grupo de microrganismos resistentes a amebas (MRA) no ambiente. Este grupo
inclui, Vibro cholerae, Listéria monocytogenes e Escherichia coli 0157, assim
como Legionella pneumophilla nos sistemas de distribuicdo de &gua clorada
(Rowbotham, 1980; Kilvington & Price, 1990; Marston et al. 1997) e virus
(Thomas et al., 2004). Os MRA por vezes recombinam seu material genético no
interior das amebas ou trocam ou ativam genes silenciados (dos MRA ou da
ameba) resultando na aquisicdo ou aumento da patogenicidade (Berk, 2008;
Nakagawa et al., 2019).

Em todo, cerca de 2 bilhBes de pessoas consomem agua de uma fonte
contaminada por fezes (WHO, 2019) e a maioria destas pessoas residem em
paises em desenvolvimento (WHO / UNICEF, 2017) onde séo registrados altos
indices de gastroenterites e desnutricdo infantil (EFSTRATIOU et al., 2017). Este
fato faz com que a construgdo de um sistema de SODIS de 4gua em fluxo
continuo seja relevante, principalmente se for capaz de inativar para além de
bactérias, as estruturas de resisténcia ambiental de protozoéarios, como sdo 0s
cistos de Acanthamoeba castellanii.

No presente estudo, para se conseguir a inativacdo de microrganismos de
resistentes através da SODIS de agua em fluxo continuo foi projetado e
construido um sistema que utilize o efeito sinérgico do calor e UV para maximizar
o potencial biocida do sol. Até onde sabemos nenhum trabalho o fez, a maioria
utilizou ou apenas o calor (SOPAS) ou UV, por exemplo (Gill & Price, 2010,
Bigoni et al., 2014; Carielo et al., 2016; Castro-Alférez et al., 2018; Reyneke et al.,
2018; Mbonimpa et al. 2012; Domingos et al., 2018; Kulkarni et al., 2019).

O sistema de SODIS de agua em fluxo continuo desenvolvidos consistiu de um
aguecedor solar que é um concentrador do tipo cilindrico parabdlico e um
irradiador de UV que se constitui de um concentrador do tipo Fresnel associado
a um concentrador cilindrico parabdlico (Abbas et al., 2012; Ghodbane et al.,

2019). O sistema foi testado para a inativacdo de cistos de A. castellanii e



Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Enterococcus faecalis e

Pseudomonas aeruginosa.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

- Desenvolver um sistema de desinfeccdo solar de agua em fluxo continuo que
utilize o efeito sinérgico da radiacdo térmica e ultravioleta, capaz de inativar

microrganismos e suas formas de resisténcia ambiental.

2.2. Objetivos especificos

- Projetar e construir um sistema de desinfec¢éo solar de agua em fluxo continuo
constituido de aparatos de aquecimento e de concentracao e redirecionamento

de radiacdo UV solar.

- Avaliar a eficacia do sistema de desinfeccao solar de agua em fluxo continuo
na inativacao de cistos de Acanthamoeba castellanii e de bactérias, Escherichia
coli, Salmonella Typhimurium, Enterococcus faecalis e Pseudomonas

aeruginosa.

- Comparar a taxa de inativacdo de cistos e de bactérias nas diferentes formas
de tratamento, em funcdo de diferentes tempos de exposi¢do e indices de

turbidez, a fim de estabelecer as melhores condi¢ces operacionais do sistema.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Aimportancia da 4gua

A agua € o principal fator que pode favorecer ou limitar a existéncia,
manutencdo e proliferacdo da vida; igualmente € um dos recursos que
condiciona a qualidade de vida da populacdo humana; quanto maior a
disponibilidade de agua de boa qualidade fisico-quimica e microbiolégica melhor
€ a saude (Zancul, 2009).

A agua figura entre os recursos mais abundantes na terra, no entanto
apenas 2,8% de toda 4gua € doce, isto é, apresenta uma salinidade inferior a
1% e, desta percentagem 2,31% se encontra retida em gelo nas calotas polares,
0,66% é subterranea e apenas 0,03% é acessivel e distribui-se pelos lagos,
atmosfera, solos, organismos vivos e rios (Figura 1) (Mid6es & Fernandes, 2001;
Victorino, 2007). A crescente poluicdo das &guas decorrentes de diversos
fatores, tais como: expansdo demografica, atividades humanas, sejam elas,
domésticas, comerciais ou industriais, tem comprometido sua qualidade para o

consumo humano (Silva & Pruski, 2000).

1 97,20% Oceanos

W 2,8% Agua

97,20% 2,38% Gelo/glaciais
0,39% Agua Subterranea

W 0,029% Lagos e rios

MW 0,001% Atmosfera

Figura 1: Distribuicdo de agua na terra
Fonte: Victorino, 2007

De acordo com Zancul (2009) a agua para o consumo humano deve ser
limpida, inodora, insipida e isenta de microrganismos patogénicos e substancias
nocivas a saude, para prevenir danos e promover o bem-estar das pessoas. Isso
significa que a agua deve sofrer um tratamento adequado que a torne potavel

para evitar doencas.



Atualmente cerca de 1,1 bilhdo de pessoas em todo 0 mundo ndo tém
acesso a agua potavel, 2,4 bilhdes carecem de servicos de saneamento basico
e 1,8 milhdes de pessoas morrem, a cada ano de doencas diarreicas, sendo a
maioria criancas que vivem em precarias condicdes de higiene, principalmente,
em paises em desenvolvimento (WHO/UNICEF 2017). Cerca de 263 milhdes de
pessoas gastam mais de 30 minutos por viagem de ida e volta para coletar agua
de uma fonte melhorada (constituindo um servigo limitado de agua potéavel).
Ainda cerca de 159 milhdes de pessoas coletam agua potavel diretamente de
fontes de agua superficiais e usam agua de poc¢os rasos, 0 que aumenta a
probabilidade de contrair doencas de transmissao hidrica (WHO/UNICEF 2015).
Nestes paises, os indices de desnutricdo, principalmente em criancas esta
relacionado as perturbacfes gastrointestinais advindas do consumo de agua nao
potavel (RICE et al., 2000), por isso se faz necessario a proposta de alternativas
de baixo custo e sustentveis para solucionar o problema da qualidade de 4gua

principalmente para nagdes em desenvolvimento.

3.2. Doencas transmissiveis pela agua

Relatos de doencas transmissiveis pela dgua vém desde a antiguidade,
ja por volta de 2000 a.C. Hipécrates, o pai da medicina, escreveu acerca da
importancia da escolha de mananciais (Daniel et al., 2001). Porém a correlacdo
entre a veiculacdo de doencas e agua sO veio a ser confirmada quando se
comparou taxas de mortalidade em duas populacdées de um bairro de Londres
abastecidas por mananciais diferentes, num estudo realizados por John Snow
em 1854. Foi constatado que em uma das populacées, a taxa de mortalidade por
cOlera era seis vezes menor que outra populacao abastecida por um manancial
gue recebia esgoto a montante (Luttenbarck & Costa, 1994).

Na agua normalmente sdo encontrados inUmeros microrganismos de
vida-livre, ndo parasitarios ou anfizoicos. De acordo com a Organiza¢dao Mundial
de Saude — OMS (2001), todas as pessoas tém o direito de ter acesso a um
suprimento adequado e seguro de agua potavel, em qualquer estagio de
desenvolvimento e condicbes econbmicas.

Varias doencas ocasionadas por microrganismos podem ser transmitidas
pela dgua. Na tabela 1 é possivel observar algumas das principais doencas de

veiculacao hidrica, e respectivos microrganismos causadores.



Tabela 1: Principais doencas de veiculacao hidrica.

Organismos

Doencas

Agente etioldgico

Bactérias

Protozoarios

Virus

Disenteria bacilar

Enterite

Célera
Gastroenterite

Febre Paratifoide
Salmonelose
Febre Tifoide
Diarreia por E. coli

Entero-hemorragica

Shigella dysenteriae
Campylobacter jejuni
Campylobacter coli
Vibrio cholerae
Escherichia coli —
enteropatogénica
Salmonella spp.
Salmonella spp.
Salmonella typhi

E. coli O157:H7

Giardiase
Criptosporidiase
Balantidiase

Ceratite amebiana
Encefalite granulomatosa
Meningoencefalite Amebiana
Toxoplasmose

Amebiase

Giardia lambia
Cryptosporidium spp.
Balantidium coli

Acanthamoeba spp.

Naegleria fowleri
Toxoplasma gondii
Entamoeba histolytica

Hepatite do Tipo A
Hepatite do Tipo E

Gastrenterite viral

Hepatitis A virus
Hepatitis B virus

Rotavirus sp.

Fonte: Adaptado de Sperling (2005).

Com isso, a implementacdo de métodos adequados no tratamento da

agua, a prevencao da contaminacéo secundaria da agua potavel e a promocao

da higiene sdo importantes e necessarias medidas para evitar doencas e morte

nas populagdes menos favorecidas (WHO, 2000).



3.3. Desinfeccéo Solar da Agua

SODIS é um processo de inativacdo de microrganismos presentes na agua
através da sua exposicdo a radiacdo solar, usualmente em reatores
transparentes como sacolas, garrafas plasticas ou de vidro de cerca de 2 litros
em processo estatico, por pelo menos 4 a 5 horas em dias de céu limpo, ou por
mais tempo nos dias nublados, (Sommer et al., 1997). A desinfeccéo pode ser
realizada em reatores de fluxo continuo onde o tempo varia em fungcdo da
concepcao do reator, (Mbonimpa et al., 2012; Domingos, et al., 2018).

O Brasil, por ser uma nacéo localizada na sua maior parte na regiao
intertropical, possui grande potencial para aproveitamento de energia solar
durante todo ano (Tiba, 200; Colle & Pereira, 1998). No Estado do Rio Grande
do Sul os indices mais altos de irradiacéo solar séo registados nos dois primeiros

e ultimos meses do ano (Figura 2) (Chigueru et al., 2000).
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Figura 2: Insolacdo média mensal do Brasil e do Rio Grande do Sul (RS).
Mostrando os picos anuais de 24MJ/m? dia em dezembro (A) e 22MJ/m?.dia em
Janeiro (B) para o RS.

Fonte: CHIGUERU et al., (2000)

O método SODIS, foi inicialmente reportado por Acra et al. (1980), apos ter
constatado que as solucdes de reidratacdo oral e dgua continham zero de
coliformes fecais apds serem expostos a incidéncia da radiacao solar por duas
horas. Com esses experimentos, foi demonstrado que o sol era uma fonte barata

de radiacéo potencialmente mortal aos microrganismos e poderia ser usado para



inativar agentes nocivos a saude. Desde entdo, muitos estudos vém sendo
realizados a fim de confirmar e mensurar a sua eficacia e encontrar formas de
torna-lo mais efetivo e difundido na sociedade (McGuigan et al., 2012).

A radiacao ultravioleta (UV) tem sido reconhecida como um eficaz agente
antimicrobiano por aproximadamente 125 anos (Owning & Blunt, 1878). No
entanto, o uso de processos baseados em UV para desinfeccdo da 4gua emergiu
como uma importante opcao de processo apenas nas Ultimas 3 décadas, e
virtualmente todas essas aplicacfes foram construidas usando fontes artificiais
de radiacdo UV germicida, geralmente na forma de luz de mercurio. Foi
demonstrado que a SODIS, que se baseia no efeito sinérgico da radiacdo
infravermelha (calor) e UV é mais eficaz que a pasteurizacdo solar (SOPAS) que
se baseia na conversdo da radiacdo solar em calor interno para inativar
microrganismos (Bosshard et al., 2010; McGuigan et al., 2011; Domingos et al.,
2018), por esta estar associada a degradacdo do DNA das células expostas
(Mbonimpa et al., 2012).

3.3.1. Coletores Solares

Coletores solares sao trocadores de calor que transformam radiagao solar
em calor. O coletor capta a radiacao solar, a converte em calor, e transfere esse
calor para um fluido (ar, agua ou 6leo em geral) (Kalogirou, 2009).

Os coletores podem ser basicamente de dois tipos: ndo concentradores e
concentradores. Os coletores ndo concentradores possuem a mesma area de
abertura (area para interceptacao e absor¢ao da radiacdo) e sdo aplicaveis para
sistemas que necessitem de baixa temperatura. Em aplicacdes que demandem
temperaturas mais elevadas, sdo mais adequados os concentradores solares,
que possuem em geral uma superficie refletora (em alguns modelos sdo
utilizadas lentes) que direcionam a radiacdo direta a um foco, onde ha um
receptor pelo qual escoa o fluido absorvedor de calor (Kalogirou, 2009). Os
concentradores parabdlicos sédo a mais madura tecnologia solar de geracao de
calor e permitem o aquecimento de fluidos a temperaturas de até 400°C. A
energia deste fluido pode ser usada para geracdo elétrica ou para calor de
processo (Kalogirou, 2009).

Os coletores cilindrico-parabdlicos sao revestidos por um material refletor

em formato parabdlico. Ao longo da linha de foco do refletor parabdlico é



colocado um tubo metalico preto, coberto por um tubo de vidro para evitar perdas

de calor por convecgao, denominado absorvedor (Figura 3) (Kalogirou, 2009)

Figura 3: Concentrador parabdlico
Fonte: Renewable (2009) apud Malagueta (2012)

Quando a parabola se vira para o sol, os raios diretos do sol séo refletidos pela
superficie e concentrados no absorvedor. A radiacdo concentrada aquece o

fluido que circula internamente no tubo (Avallone et al., 2014; Waghmare &

Gulhane, 2018).
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D

Figura 4: Propriedades oticas dos concentradores solares: Parabolico (A)

Fresnel (B).
Fonte: Adaptado de Solarpaces (2011) apud Lodi (2011) e Ajdad, (2014)
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Um concentrador Fresnel (Figura 4) consiste de uma série de espelhos planos
ajustados individualmente a um angulo especifico, normalmente ajustavel (em
funcdo da sua distancia e posicéo em relagéo ao absorvedor e do sol) de modo
gue toda a radiacao que incide sobre si possa ser refletida para um determinado
ponto ou linha focal, onde normalmente se encontra um absorvedor (Abbas et
al., 2012; Ghodbane et al., 2019).

3.4. Aplicacao de SODIS

A aplicacdo de SODIS como método de desinfeccdo da agua tem se
mostrado uma alternativa eficaz na redugédo de infeccdes gastrointestinais
infantis em paises em desenvolvimento (Conroy et al., 1996), pois ela tem
provado ser um método de desinfeccdo capaz de inativar diversos
microrganismos patogénicos de transmisséo hidrica (Tabela 2). O sucesso da
SODIS deve-se ao fato de apresentar-se como um método relativamente barato,
pois a radiacao solar € uma fonte gratuita de calor e radiacbes UVA e UVB que
sdo isoladamente biocidas e muito mais eficazes quando utilizados em

simultaneo (Castro-Alférez et al., 2017; Vivar et al., 2017).

3.4.1. Mecanismos moleculares de danos induzidos pela radiagcdo UV

O DNA é uma das principais moléculas celulares e sua estabilidade € de extrema
importancia para o funcionamento e a existéncia de todos os sistemas vivos.
Radiacdes genotdxicas exercem efeitos prejudiciais na estabilidade do genoma
(Rastogi et al. 2010).

Em todos os espectros de UV emitidos pelo sol, nomeadamente a UVA:
315-400 nm; UVB: 280-315 nm e UVC: <280 nm, a radiacao UVB produz efeitos
nocivos em diversos habitats embora a maioria da UV-B extraterrestre seja
absorvida pelo 0zbonio estratosférico (Mckenzie, et al., 2003) e compreende uma
fracdo menor do que 1% da energia solar total (Rastogi et al., 2010) (Figura 5).
A radiacdo UVA induz menos danos no DNA, os quais ocorrem apenas por
reacOes fotossensibilizadoras indiretas, porque ndo é absorvida pelo DNA
(Alscher et al., 1997). A radiacdo UV-C é absorvida pelo oxigénio e 0z6nio na
atmosfera da Terra, portanto, ndo apresenta muitos efeitos prejudiciais na biota
(Pfeifer & Besaratinia, 2011).
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Tabela 2: Microrganismos de transmisséo hidrica inativaveis por SODIS

Espécie Tratamento Tempo Fonte
(min.)
Acanthamoeba polyphaga | ,; gimylada (870 W m) + TiO, ~ 480 Lonnen et al., (2005)
(trofozoitos)
L R IO 220 1080 Mendez-Hermida et
' uz natural + TiO, +
C. parvum (oocistos) 2 al., (2007)
L mulada (850 W m?) + 50°C 720 Mendez-Hermida et
' uz simulada m
C. parvum (oocistos) al., (2005
L wral 290 Gomez-Couso et al.,
' uz natura
C. parvum (oocistos) (2009):
A. polyphaga (cistos) _
o Luz simulada (550 W m™) + Heaselgrave et al.,
A. castellanii (cistos) _ _ 360
_ ) riboflavina (2011)
Naegleria gruberi
_ McGuigan et al.,
Giardia sp. (cistos) Luz simulada (830 W m™) + 40°C 720
(2006)
Campylobacter jejuni 20
Staphylococcus epidermidis 45
o N Luz natural (50 W m™2) Boyle et al., (2008)
Yersinia enterocolitica 150
E. coli Enteropatogénica 90
Enterococcus sp. Luz natural (555 W - h/ m?) 300 Wegelin et al., (1994)
Pseudomona aeruginosa Luz natural 120 Acra et al., (1980)
Salmonella typhi
_ _ _ Luz natural 120 Acra et al., (1984)
Shigella dysenteriae Tipo |
S. Typhimurium Luz natural 480 Smith et al., (2001)
Shigella flexneri Luz natural 42 W m™2+ 42°C 90 Kehoe et al., (2004)
Streptococcus faecalis Luz natural (555 W - h/ m?) 300 Wegelin et al., (1994)
Vibrio cholerae Luz natural (54 Wh/ m™2) + 50°C 132 Sommer et al., (1997)
Vibrio cholerae Luz natural Conroy et al., (2001)
Vibrio cholerae Luz natural (60 kJ™%) 900 Kehoe et al., (2004)
Bacteriéfago f2 Luz natural (555 W - h/ m?) 300 Wegelin et al., (1994)
Encephalomiocarditis virus ~ Luz natural (555 W - h/ m?2) 600 Wegelin et al., (1994)
o Heaselgrave et al.
Pol V-A, B W m™2+ 25° '
olio virus UV-A, B850 W m 5°C 360 (2006)
Rotavirus Luz natural (555 Wh/m?) + 30°C 300 Wegelin et al., (1994)
Candida albicans
UV-A, B870 W m™ 480 Lonnen et al., (2005)

Fusarium sp.
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Um dos alvos mais proeminentes da radiacao solar UV € o DNA celular,
que absorve a radiagcdo UVB causando efeitos adversos em sistemas Vivos,
como bactérias (Peak & Peak, 1982; Peak, et al., 1984), cianobactérias (Sinha
et al. 2001), protozoarios anfizoicos (Maya et al. 2003), animais e humanos
(Quaite et al. 1992; Stein et al. 1989) (Tabela 2).

Certas enzimas, como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase (POD) e removedores como vitamina C, B e E, cisteina e glutationa
desempenham um papel adicional na defesa contra a radiacdo UV (Xie et al.,
2009). No entanto, varios organismos desenvolveram mecanismos de reparo
especificos e altamente conservados que compreendem uma segunda linha de
defesa, tais como fotoreativagao, reparo de excisdo, reparo de mal pareamento,
reparo de ruptura de fita dupla e outros mecanismos como tolerancia a danos
(bypass), resposta SOS (do inglés: save our soul), ativacdo do ponto de
checagem e morte celular programada ou apoptose que remove com eficiéncia

as lesbes de DNA, assegurando a integridade gendmica (Sinha & Hader, 2002).

UV-C i UV-B i UV-A
100-280 nm 1 280-315nm  315-400 nm
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Figura 5: Subdivisdo do espectro solar de UV solar.
Fonte: Pfeifer & Besaratinia (2011)

3.4.2. Desinfeccéo solar de 4gua em fluxo continuo

Na literatura sado descritos alguns sistemas de fluxo continuo para o
tratamento solar de agua, (Castro-Alférez et al., 2016; Castro-Alférez et al., 2017,
Castro-Alférez et al., 2018; Reyneke, et al., 2018). A maioria dos sistemas descritos
€ do tipo SOPAS (Bigoni et al., 2014; Carielo et al., 2016; Castro-Alférez et al.,
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2018; Domingos et al., 2018; Reyneke et al., 2018; Kulkarni et al., 2019), no
entanto, desconhece-se sistemas de SODIS de &gua em fluxo continuo que
utilize a acéo sinérgica do calor e a radiacao ultravioleta do sol para efetivar a
inativacdo de microrganismos. Sabe-se de poucos sistemas que utilizam a
radiacdo isolada de UV (Gill & Price, 2010, Mbonimpa et al. 2012) ou calor
(Domingos et al., 2018).

3.5. Acanthamoeba spp.

O género Acanthamoeba pertence as amebas de vida livre e patégenos
oportunistas, e foi estabelecido pela primeira vez por Volkonsky em 1930
(Visvesvara, 1991). Os primeiros casos de estabelecimento claro da patogenia
por Acanthamoeba em humanos foram reportados a partir de 1970 (Marciano-
Cabral & Cabral, 2003).

Acanthamoeba spp. causam doencas graves, em humanos, como a
encefalite amebiana granulomatosa-EAG (em inglés GAE, granulomatous
amebic encephalitis), infec¢des cutédneas e nasofaringeas e a ceratite amebiana
(Castrillon et al., 2013, Lorenzo-Morales, Khan, & Walochnik, 2015).

As espécies de Acanthamoeba estdo entre os protozoarios mais frequentes
encontrados na natureza, com uma distribuicdo cosmopolita, e foram isolados
do solo, agua, ar. Também foram isolados da vegetacéo e de animais, incluindo
espécies de peixes, anfibios, répteis e mamiferos; da cavidade nasofaringea de
pessoas aparentemente saudaveis e pacientes imunocomprometidos (De
Jonckheere, 1991; Schuster & Visvesvara, 2004, Castrillon & Orozco, 2013).

Apresentam dois estagios em seu ciclo de vida: trofozoitos e cistos (Figura
6). Trofozoito é a forma vegetativa do protozoario com tamanho entre 25 e 40
um de didmetro e o cisto é a forma de resisténcia com didmetro variando entre
15 e 28 um, formado quando as condi¢cdes do meio sdo desfavoraveis, como a
dessecacao, falta de nutrientes e uma variedade de agentes quimicos e fisicos
(Castrillon & Orozco, 2013).

Os cistos resistem por longos periodos no meio ambiente, podendo
sobreviver em condigcbes ambientais normalmente indspitas a maioria dos
microrganismos, incluindo agua clorada, pH extremos, temperaturas muito
baixas, irradiacéo por raios gama e raios UV (Mazur, 1995; Chatterjee, 1968;

(Thomas et al., 2004; Aksozek et al., 2002), calor amido (Cervero-Arago et al.,
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2013), assim como ambientes ressequidos por muitos anos (Sriram et al., 2008).
Os cistos sdo mais resistentes que os trofozoitos, e os cistos de A. castellanii
sdo mais resistentes ou tanto quanto os de Acanthamoeba polyphaga,
Hartmannella vermiformis, Toxoplasma gondii, Cryptosporidium parvum e

Entamoeba histolytica (Tabela 3).
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Figura 6: Estagios do ciclo de vida de Acanthamoeba spp. Representacdo
(acima) e fotos de Acanthamoeba spp. (abaixo) trofozoitos, (A) e cistos (B).
Fonte: Representacdo (Castrillon & Orozco, 2013); fotos (Laboratério de
Parasitologia — Departamento de Microbiologia/UFRGS-Grupo AVL).

As AVL podem funcionar como reservatorios de varias bactérias
patogénicas, pois elas alimentam-se fagocitando particulas e microrganismos
como bactérias, fungos e virus. Algumas das bactérias por exemplo, possuem
mecanismos de escape a via de digestdo no interior do citoplasma amebiano,
sendo por isso denominadas microrganismos resistentes a amebas (MRA).
Muitos dos MRA além de sobreviverem podem multiplicar-se no interior da
ameba (Rodriguez-Zaragoza, 1994; Marciano-Cabral & Cabral, 2003).

Muitas espécies de bactérias internalizadas infectam a ameba levando a
sua destruicdo (Winiecka-Krusnell & Linder, 2001) regressando ao ambiente.
Muitas bactérias que infectam e destroem os hospedeiros amebianos séo
importantes porque também podem ser patogénicas para humanos (Horn &
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Wagner, 2004) ou tornarem-se patdgenos antropogénicos podendo ter sua

viruléncia aumentada apos a interacdo com AVL (Berk, 2008; Faulkner, 2008).

Tabela 3: Resistencia dos cistos de protozoarios aos fatores fisicos e quimicos.

Microrganismo Estrutura Tratamento Tempo de Inviavel Fonte
exposicao

A. castellanii Trofozoitos 60°C 15 minutos Sim Cervero-Arago, et

A. castellanii Cistos 70°C 2 minutos  Sim al. (2013)

A. castellanii Cistos 65°C >5 minutos Sim Aksozek (2002)

A. castellanii Cistos UV A-B 550 W m™2 6 horas Sim/Ndo Heaselgrave &

+ Riboflavina Kilvington (2011)

A. castellanii Cistos UV 200-800 J/cm? 2 horas Nao Aksozek (2002)

A. polyphaga Trofozoitos UV A-B 1000 J 4-5 horas  Sim Lonnen, et al.

A. polyphaga Cistos UV A-B 1000 J >8horas N&o (2005)

H. vermiformis  Trofozoitos 60°C 2 minutos  Sim Cervero-Arago, et

H. vermiformis  Cistos 60°C 2 minutos  Sim al. (2013)

T. gondii Oocistos UV 40 mJ/cm? Sim/Ndo Dumetre et al.
(2008)

T. gondii Oocistos UV >500mJ/cm? Sim/Ndo Wainwright et al.
(2007)

T. gondii Oocistos 55°C 2 minutos  Sim Dubey (1998)

T. gondii Oocistos 60°C 1 minuto Sim

C. parvum Oocistos uVv A-B 55 minutos Nao Zhou et al. (2014)

C. parvum Oocistos Cloro 55 minutos N&o

C. parvum Oocistos UV A-B + cloro 55 minutos Sim/N&o

Sim/N&o — Inviaveis e viaveis (ndo houve inativacao de todas individuos)

Além disso a presenca de endossimbiontes pode determinar mudancas

na fisiologia das amebas que os carregam, como por exemplo, alteracdes

expressivas de patogenicidade (Nakagawa et al., 2019). Todos estes fatores,

aliados a resisténcia das formas cisticas do protozoério fazem com que os cistos

de Acanthamoeba spp. sejam modelos ideais para testar a eficacia do sistema

de fluxo continuo de inativacao solar de microrganismos.

3.6. Bactérias

As gastroenterites associadas a agua sdo uma preocupacado mundial, e

embora sejam predominantes em paises em desenvolvimento, continuam sendo

um desafio em paises desenvolvidos (Pandey et al., 2014). Escherichia coli

0157: H7, Salmonella spp., e Pseudomonas spp. fazem parte da lista dos
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principais patdogenos bacterianos relatados como estando na origem de varios
surtos envolvendo agua (Craun et al., 2006; Guzman-Herrador et al., 2015).

Por décadas os coliformes fecais, E. coli e Enterococcus spp. tém sido
utilizados como indicadores de qualidade microbiana de agua doce pelos
cientistas e autoridades de saude publica (AWWA, 1990; Malakoff, 2002; WHO,
2006; Pandey e Soupir, 2013). E. coli e Enterococcus spp. estdo comumente
presente e em numeros elevados nas fezes de animais homeotérmicos, a sua
presenca em uma fonte de agua indica € uma evidéncia de contaminacao fecal
e alta probabilidade de presenca de patégenos entéricos (Ahmed et al., 2015;
Hamilton et al., 2019).

Das 539 espécies de bactérias conhecidas como sendo patogénicas ao
homem e ou aos animais ndo humanos, 102 foram descritas como sendo MRA.
Elas tém capacidade de escapar dos vacuolos fagociticos antes da sua fusao
com os lisossomos e de sobreviver e se proliferar no interior da célula amebiana
(Thomas et al. 2010). As bactérias, E. coli, Legionella sp. e Pseudomonas
aeruginosa fazem parte dos endossimbiontes de AVL (Bertelli & Greub, 2012;
Scheid, 2018).

A normalizacdo de um determinado microrganismo parece ser influenciada
pela importancia epidemiolégica de microrganismos correlacionaveis como
indicador, o custo dos procedimentos analiticos, a disponibilidade da agua bruta
e pelo interesse do pais, no entanto o uso de coliformes parece uma regra de
ouro.

A legislacédo Brasileira (p.e.) define agua potavel como sendo aquela
destinada a ingestéo, preparacao e producao de alimentos, e a higiene pessoal,
independentemente da sua origem e esta deve atender ao padrdo de
potabilidade e ndo deve oferecer riscos a saude (Portaria N° 2.914, de 12 de
dezembro de 2011).

O artigo 31 do capitulo V, da mesma portaria somente obriga a realizacao
de monitoramento mensal de Escherichia coli no ponto de captacdo de agua,
sendo que o monitoramento de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. no(s) ponto(s) de captagdo de 4gua so se torna obrigatoria
gquando a_média geométrica anual de E. coli for maior ou igual a 1.000
NMP/100mL.
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Na agua amostrada na saida do tratamento as bactérias E. coli e
coliformes totais devem estar ausentes em cada 100mL analisado. Para a rede
de sistemas que atendem até 20.000 habitantes, tolera-se que apenas uma entre
as amostras examinadas durante um més apresente resultado positivo para
coliformes totais. Na rede de sistemas que atendem mais de 20.000 habitantes
tolera-se que até 5% das amostras mensais sejam positivas para coliformes
totais.

A legislacdo mocambicana define agua potavel, como sendo aquela que
€ propria para o consumo humano pelas suas qualidades organolépticas, fisicas,
quimicas e biolégicas (BR, 2004).

Esta legislacdo torna obrigatéria apenas a analise da presenca de
coliformes totais, coliformes fecais e Vibrio cholerae. Sendo que para a agua
tratada destinada para o consumo humano, fornecida por sistemas de
abastecimento publico, redes de distribuicdo, camifes ou havios cisternas, ou
utilizada na industria de alimentos, a auséncia de todos indicadores supracitados
deve ser comprovada em 100 mL de cada amostra. Para a agua fornecida de
fontes de abastecimento publico sem tratamento tolera-se a presenca de até 10

coliformes fecais em 100mL.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Local de desenvolvimento do estudo

O estudo foi realizado em Porto Alegre, na Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). Os experimentos foram realizados no Instituto de
Pesquisas Hidraulicas (IPH), situado a uma latitude de -30.07593675, longitude
de -51.11450851 e 77 m de altitude.

As medicbes da turvacdo e pH foram realizadas no Laboratério de
Saneamento Ambiental do IPH, o cultivo dos microrganismos bem como as
andlises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Parasitologia do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia do Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) (Figura 7).
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Figura 7: Localizagédo geogréfica da area de estudo.

Cortesia de: Anacleto Marito

Os experimentos foram realizados no verdo, nos meses de janeiro,
fevereiro e marco de 2019, a partir das 10 horas, em dias com a temperatura

ambiental variando entre 19°C e 30°C, com uma insolacao direta variando entre
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7,5e 10,9 w.m?/h e airradiacdo de UV variando entre 150 e 275 mW/m? (Tabela
4).

Tabela 4: Distribuicdo dos experimentos pelos dias

Alvo Tratamento Turbidez Data Hora N°de ensaios
-Calor + UV {<1 06/02/19  10:00 1
Cistos | <1 07/03/19 10:00 2
Calor + UV 50 26/03/19 10:00 3
L Calor <1 14/03/19 10:00 3
<1 29/01/19 10:00 1
r Calor — UV {<1 31/01/19 10:00 1
<1 01/02/19 10:00 1
Bactérias Calor + UV <1 19/02/19 10:00 3
Calor + UV 50 26/03/19 10:00 3
<1 29/01/19 10:00 1
L Calor {<1 31/01/19 10:00 1
<1 01/02/19 10:00 1

4.2. Construcdo do sistema de fluxo continuo de desinfec¢éo solar de 4gua

O proto6tipo do sistema de desinfecgdo solar de 4gua em fluxo continuo foi
constituido de duas subunidades, nomeadamente, um aquecedor solar e um
irradiador solar de radiacao ultravioleta A e B, e foi confeccionado com base nos

materiais de facil acesso.

4.2.1. Aquecedor solar

O aquecedor consistiu de um concentrador solar cilindrico-parabdlico
(Figura 8), e o principio de funcionamento se baseia nas propriedades 6ticas dos
espelhos cilindrico-circulares (Abbas, et al., 2012). Quando a face espelhada do
concentrador se volta para o sol a radiacdo que incide sobre si é refletida para
uma linha focal onde os feixes de radiacdo se interceptam (foco), neste foco foi
colocado tubos de aluminio pintado de preto (absorvedor) que transforma a
energia da radiacdo Infravermelha (IV) do sol em energia térmica interna
(Kalogirou, 2009; Norouzi et al. 2020).

A estrutura do aquecedor solar foi feita essencialmente de madeira
compensada, e madeira de cedro, e mediu 3,0 m de comprimento e 1,173 m de
largura (Figura 8), as medidas da abertura e altura da parabola foram calculadas

como descrito na literatura (Kandlikar & Vij, 1978; Rashid, 2018), usando um arco
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(A) de 1,25 m e um angulo de abertura (a) de 70°, por ser 0 angulo de borda com

maior concentracdo mesmo quando se altera os desvios (Kandlikar & Vij, 1978).

669

Absorvedor

Figura 8: Representacdo do aquecedor solar e suas dimensdes. Vistas laterais

esquerda (A) e frontal (B). e visao 3D (C).

O esboco do aquecedor foi feito com auxilio do software SolidWorks, com
base nos desenhos de Kroth (2016) (imagem A e B) com modificagbes (Figura
8).

A parébola cilindrica foi feita de chapa de madeira compensada de 3 mm
de espessura e a sua superficie foi revestida de um adesivo de poliéster

metalizado de aluminio.
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Na linha de foco, foi colocado um absorvedor constituido de dois tubos de
aluminio pintados de preto fosco, medindo 1 cm de diametro interno. O aluminio
foi escolhido por possuir alta condutividade e ser um bom trocador de calor (Perry
& Green, 1997; Rashid, 2018; Norouzi et al., 2020). Os tubos de aluminio foram
interconectados com mangueiras plasticas transparentes medindo 1,2 cm de

didmetro interno.

4.2.2. Irradiador de UV solar

O irradiador de UVA e UVB construido no presente trabalho combina um
concentrador cilindrico-parabdlico (concentrador secundério) e um concentrador
do tipo fresnel. O irradiador consistiu de uma série de espelhos planos ajustaveis
individualmente a um angulo especifico de modo que toda a radia¢do que incide
sobre si possa ser refletida para a linha focal onde foi colocado o concentrador
cilindrico-parabdlico (Figura 9).

O irradiador de UV consistiu de um suporte horizontal para espelhos
medindo 5,0 m de comprimento e 1,05 m de largura, no qual espelhos planos
medindo 1,0 m x 20 cm estdo encaixados através de presilhas mdveis, que
permite a movimentacao bidirecional dos espelhos para se ajustar ao angulo de
inclinag&o do sol ao longo do dia.

A superficie frontal dos espelhos de vidro foi revestida de adesivo de
poliéster metalizado de aluminio. O concentrador fresnel comportou 25 espelhos,
cobrindo uma superficie de incidéncia de 4,5 m2.

Na extremidade do suporte maior, na direcdo para a qual as faces dos
espelhos estéo voltadas se encontram dois bragos verticais com 0,92 m de altura
gue sustentam um concentrador secundario cilindrico parabdlico medindo 1,0 m
de comprimento e 27,0 cm de largura, (Figura 9).

As medidas da abertura e altura da pardbola do concentrador secundario
foram calculadas como descrito em estudos prévios (Kandlikar & Vij, 1978;
Rashid, 2018) usando um arco (A) de 0,40 m e um angulo de abertura (a) de 70°
(Apéndice A).
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Concentrador primario Concentrador secundario

J

[

Figura 9: Representacgéo do irradiador UV.

A parabola do concentrador secundario foi feita de chapa de aluminio
encaixada sobre moldes de madeira compensada. A superficie da parabola foi
revestida com adesivo de poliéster metalizado de aluminio, o mesmo que foi

usado para revestir a face dos espelhos, como descrito anteriormente.

Reator —

Figura 10: Representacdo do concentrador secundario.

Na linha focal do concentrador foi colocado um reator tubular de quartzo
transparente (reator 3), medindo 26 mm de diametro, paralelamente a este,
foram colocados outros tubos de quartzo situados dentro da abertura da pardbola
(reatores 1 e 2). Todos os reatores tubulares foram interconectados por
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mangueiras termo estaveis. A parabola foi encaixada voltada na direcédo da face
dos espelhos e inclinada a ~50° (Figura 10).
O irradiador de UV foi conectado ao aquecedor por mangueiras

transparentes.

4.3. Obtencao de dados Solarimétricos

As medidas de insolacdo foram obtidas no site do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET), (http://www.inmet.gov.br/portal/) e foram mensurados na
Estacdo 83967, situada em Porto Alegre, no Estado do Rio Grande do Sul,
localizada na latitude -30.05, longitude -51.16 a uma altitude de 46.97 m. O
INMET é um 6rgéo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do
Brasil, e detém uma rede de estacdes meteoroldgicas automaticas modernas
gue coletam dados que séo divulgados em tempo real.

As medidas de indices de radiacao ultravioleta foram obtidas no site do
Centro de Previsdo de Tempo e Estudos Climaticos (CPTEC) do Instituto
Nacional de Pesquisa Espaciais (INPE) (http://satelite.cptec.inpe.br/uv/) e foram
mensurados na Estacdo 83971, situada em Porto Alegre, no Estado do Rio
Grande do Sul, localizada na latitude -29.99, longitude -51.17 a uma altitude de
3 m. O valor de indice de UV foi convertido no valor equivalente em energia,
multiplicando-se por 25, que € o valor correspondente em energia de cada
unidade de indice (Madronich, 2007).

4.4. Medicéao das propriedades Opticas do sistema

As medices 6ticas foram realizadas no Centro de Espetroscopia Optica de
Materiais, situado no Laboratério Laser e Optica no Instituto de Fisica da
UFRGS. As medic¢des da transmitancia e refletancia foram realizadas com auxilio
de um espectrofotdmetro Cary 5000.

Para a medicdo da transmitancia, uma amostra da parede do tubo de
quartzo medindo 3,5 cm? foi obtida. Feixes de radiacdo comportando diferentes
faixas incidiram sobre a amostra e as frac¢des de radiacdo que atravessavam a
amostra foram quantificadas. Além da amostra da parede do tubo de quartzo,
realizou-se a medicdo de uma janela de quartzo de alta pureza a fim de

estabelecer comparacéo.
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Para a medicédo da refletancia, foram obtidas amostras de ~3 cm? de todos
0s materiais reflexivos considerados para a constru¢édo do protétipo (adesivo de
poliéster metalizado de aluminio, espelhos de vidro comum e chapa de aco
inoxidavel (galvanizado). Feixes de radiacdo comportando diferentes faixas
espectrais foram feitos incidir sobre as amostras e, os feixes refletidos eram

captados e quantificados por um sensor.

4.5.1. Estimativa da radiacdo UV no interior dos reatores
Foi estimada a irradiancia de UV no interior dos reatores 1 e 2 (luvr1 € luvr2)

que é expressa pela equagéo 1.

luvrr ou luvre= (luvp - Asc - RCP)% - T (eq. 1)

Onde: luvo € a irradiacdo ultravioleta direta mensurada na hora do
experimento na Estacdo 83971 do INPE. Asc € a area da superficie de
concentracdo, que corresponde a area ocupada pelos espelhos do concentrador
primario do irradiador, que foi de 4,5 m?. Rcp é a refletancia do concentrador
primario, corresponde a refletancia do adesivo poliéster metalizado de aluminio.
Foi considerada a média das refletancias do adesivo para a facha do espetro
UVA e UVB. A refletancia para UVA foi determinada calculando a média
aritmética da refletancia incluindo cada ponto desde o limite superior até o inferior
da faixa espectral (315 nm a 400 nm). O mesmo se fez para UVB considerando
a faixa espectral de 280 nm e 315 nm. T é a transmitancia da parede do tubo de
quartzo. Foi considerada a média de transmitancia para faixa UVA e UVB,
usando os mesmos procedimentos previamente descritos para a refletancia.

O valor do divisor (1/8) corresponde a area ocupada pelo reator dentro da
espessura da linha de foco (20 cm) do concentrador primario. E produto da
espessura da linha de foco do concentrador primario pelo diametro do reator de

quartzo (2.5 cm).

A irradiancia de UV no interior do reator 3 (luvrs) foi estimada com base na
equacgao 2.

luvrs = [(luvp = Asc * Rcp) Res] Tr + luvra (eq. 2)
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Onde: Rcs € a refletancia do concentrador secundario, e corresponde a
refletdncia do adesivo poliéster metalizado de aluminio que foi usado para
revestir a superficie da parabola do concentrador secundario. Foi considerada a
meédia das refletancias para UVA e UVB como descrito anteriormente para

equacéo 1.

4.6. Procedimentos experimentais
4.6.1. Preparacédo da agua

No presente estudo foi usada agua deionizada por osmose reversa.

Nos experimentos foi usada agua de baixa (<1 UNT) e de alta turbidez (50
UNT). A &gua de alta turbidez foi obtida pela suspenséo de caulim; o caulim foi
adicionado gradualmente sob agitacdo vigorosa monitorando-se da turvacéo
utilizando-se um turbidimetro (HACH 2100), quando a turvacdo desejada foi
obtida, a adigao de caulim foi interrompida.

A agua foi esterilizada em autoclave (121°C por 15 minutos) antes do uso.

4.6.2. Preparo do estoque dos cistos de Acanthamoeba castellanii

Neste estudo foram usados cistos de Acanthamoeba castellanii, cepa Neff,
ATCC 30010. O cultivo axénico de trofozoitos de Acanthamoeba castellanii foi
realizado em garrafas de cultura celular contendo meio PYG (proteose peptona
2%, extrato de levedo 0,2% e glicose 1,8%) a 30°C por cinco dias, ao final do
periodo o meio foi descartado, lavando-se as garrafas por 2 vezes com a solucao
de encistamento Neff (KCIl 0,1 M, Tris-amina 0,02 M, MgSO4 8 mM, 0,4 mM,
CaClz, NaHCO3 1 mM). As células foram mantidas por sete dias na solucdo de
encistamento suplementada com 100 uL de antibiéticos (numa proporcéo de 1:1
de Penicilina G Potassica e Estreptomicina) por garrafa de cultivo contendo 10
mL de solugdo de encistamento. Os cistos foram colhidos por centrifugacao
(2800 rpm por 5 minutos) e depois de descartar-se o sobrenadante, foram
ressuspensos na mesma solucéo, e estocados a 4°C até a sua utilizacao.

A viabilidade dos cistos de A. castellanii foi confirmada pela coloracéo de
exclusdo com azul de tripan 0,3% momentos antes de transferi-los para agua a

ser utilizada no experimento.
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4.6.3. Cultivo de bactérias

O sistema de desinfeccao solar de agua em fluxo continuo foi igualmente
testado para inativacdo de bactérias, incluido: Escherichia coli ATCC® 25922,
Salmonella Typhimurium DT177, Enterococcus faecalis ATCC® 29212 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853. As bactérias foram previamente
cultivadas em &gar Tryptic Soy por 24 horas a 37°C. Depois, duas colbnias de
cultura pura de cada bactéria foram inoculadas assepticamente em 2 mL do meio
de cultura BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas a 37°C por 18 horas. Cada

espécie de bactéria foi cultivada separadamente

4.6.4. Contaminacédo da agua

A &gua deionizada previamente autoclavada foi contaminada com 108
cistos viaveis de A. castellanii por litro, e com 10° a 10°® unidades formadoras de
colonias (UFC) bacterianas por mililitro.

Os testes com cistos e com bactérias foram realizados separadamente.

4.6.5. Procedimentos de desinfecc¢éo

Todos experimentos foram conduzidos em triplicata e com trés repeti¢des.
Antes de cada sessao de experimento, o sistema foi desinfetado fazendo-se fluir
agua destilada pelo aquecedor e pelo irradiador de UV até que ela atingisse uma
temperatura de 80°C, sendo descartada em seguida. A temperatura foi

mensurada no fundo do tanque de aquecimento.

4.6.5.1. Desinfeccdo da agua contaminada por cistos

No experimento com cistos implementou-se trés tratamentos diferentes:

Calor e UV (Calor + UV) - a agua foi aquecida ao mesmo tempo que era
irradiada por UV, sendo bombeada do tanque de aquecimento, para o aquecedor
fazendo-a fluir para o irradiador de UV, retornando em seguida para o tanque de
aguecimento. Deixou-se que a agua continuasse fluindo até que ela atingisse
70°C. As amostras foram coletadas imediatamente ou 10 minutos depois de ter
atingido 60°C, 65°C e 70°C consecutivamente. Neste tratamento foi testada agua
com: (1) baixa turbidez (Calor + UV/<1UNT) e com (ll) alta turbidez (Calor + UV/
50UNT).
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(1l1) Calor - a agua foi aquecida, sendo bombeada do tanque, fluindo pelo
aquecedor e retornando ao tanque de aquecimento, até atingir 70°C, sendo
coletadas amostras imediatamente ou 10 minutos ap0s a agua atingir e/ou se
manter a 60°C, 65°C e 70°C (Tabela 5).

4.6.5.2. Desinfec¢cdo da agua contaminada por bactérias

No experimento com bactérias implementou-se 4 tratamentos diferentes:

() Pré-aquecimento depois UV (Calor — UV) — A agua foi aquecida e s6
depois exposta a UV. A agua foi aquecida até atingir 45°C, depois até 55°C e
finalmente até 60°C, sendo que depois de atingida cada uma das temperaturas
a agua foi imediatamente feita passar uma Unica vez pelo irradiador de UV,
coletando-se amostras assim gque a agua saia deste. Neste tratamento foi usada
apenas agua de baixa turbidez <1UNT, (Calor — UV/<1).

Calor e UV (Calor + UV/) - a agua foi aquecida ao mesmo tempo que era
irradiada por UVA e UVB, sendo bombeada do tanque, para o aquecedor e
fluindo deste para o irradiador de UV e, retornando de seguida para o tanque de
aguecimento. Deixou-se que a agua continuasse fluindo até que ela atingisse
uma temperatura de até 60°C. As amostras eram coletadas quando se atingiam
as temperaturas de 45°C, 55°C e 60°C. Neste tratamento foi testada dgua com:
(I baixa turbidez (Calor + UV/<1UNT) e com (lll) alta turbidez (Calor + UV/
50UNT),

(IV) Calor - a agua foi aquecida, bombeando-a do tanque de aquecimento
para o aquecedor e, permitindo que ela refluisse para o tanque de aquecimento,
até atingir temperaturas de 45°C, 55°C e 60°C (Tabela 5).

4.6.5.3. Coleta e acondicionamento de amostras

As amostras foram coletadas na saida do irradiador de UV, nos tratamentos
Calor — UV e Calor+UV ou na saida do aquecedor, no tratamento Calor.
Amostras de 45 mL foram coletadas em tubos falcon e imediatamente
arrefecidas em banho-maria a temperatura ambiente (24°C * 2) abrigadas da luz
solar, e mantidas nestas condicbes até a analise. As amostras foram

processadas em até 4 horas apoés a coleta.
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Tabela 5: Temperaturas e tempos de contato para bactérias e cistos.

Bactérias Cistos
Temperatura da 4gua (°C) 45 55 60 60 65 70
Tempo contato (minutos) 0 0 0 0O 10 0 10 O

4.6.6.4. Analise de viabilidade dos cistos

Para a avaliar a viabilidade dos cistos de A. castellanii, as amostras foram
centrifugadas a 2500 rpm, durante 10 minutos, um inéculo de 50uL do sedimento
foi depositado sobre cada um dos trés quadrantes do agar ndo nutriente com
uma sobrecamada de Escherichia coli previamente inativada pelo calor
(56°C/2h).

As placas foram deixadas em repouso até a gota de inoculo se secar, em
seguida as placas foram incubadas a 30°C, procedendo-se o monitoramento
diario do processo de desencistamento. A partir do terceiro dia apos a inoculacéo
procedeu-se a contagem diéria de cistos e trofozoitos durante 20 dias.

O numero de cistos e/ou trofozoitos eram expressos por campo de
microscopia, usando-se uma objetiva e oculares de 10X. Pelo menos seis
campos com maior densidade e distribuicdo mais homogénea de cistos e/ou
trofozoitos foram considerados para contagem em cada ponto de inoculacao.

4.6.6.5. Analise da viabilidade das bactérias

As amostras de agua contaminada com bactérias (que passou pelo
tratamento) foram submetidas a diluicbes seriadas como descrito na literatura
(Garre et al., 2019).

A técnica de semeadura drop plate foi utilizada para inocular as placas agar
seletivo, EMB (eozin methylene / blue agar - levine), XLD (xylose deoxyclolate
agar), Bile esculino e cetrimide, para Escherichia coli, Salmonella Typhimurium,
Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa, respectivamente. As placas
foram incubadas a 35°C, e a contagem de UFC foi realizada ap6s 18 horas de
incubacédo. As placas sem crescimento foram monitoradas, permanecendo na
incubadora por mais 18 horas. O numero de colbnias contadas foi multiplicado

pelo respectivo fator de diluicao.
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4.7. Analise de dados

O programa Excel do Windows 2010, foi utilizado como planilha de coleta
0 e organizacao de dados, bem como a realizagdo da estatistica descritiva. Os
softwares estatisticos BioEstat versdao 5.0 e PAST foram utilizados para
realizacdo de inferéncias estatisticas. O teste t-student (bicaudal) foi utilizado
para avaliar a significancia das diferencas entre os dados obtidos em cada
abordagem e o respetivo controle. A ANOVA seguida de teste Tukey ou teste
LSD, foram utilizados para avaliar a significancia das diferencas entre os dados
nas distintas abordagens incluindo o controle, nos distintos tratamentos. A
significAncia da diferenca entre os tratamentos também foi analisada. A
probabilidade de p<0,05 foi considerada significativa.

O programa GraphPad prisma 5, foi utilizado para construcéo de graficos.
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5. RESULTADOS

5.1. Sistema de desinfeccao solar de agua em fluxo continuo

O protétipo de desinfecgéo solar de agua em fluxo continuo desenvolvido
no presente estudo, foi projetado para utilizar o efeito sinérgico da radiacdo
térmica, UVA e UVB solares para inativar microrganismos presentes na agua.
Para isso foi construido um aquecedor solar que consiste de um concentrador

cilindrico-parabdlico e um irradiador de UVA e UVB, que é um concentrador

Fresnel (Figura 11).

] !
Irradiador |

* Aquecedor
salar Lo

Figura 11: Sistema de desinfec¢éo solar de 4gua em fluxo continuo.

No foco do concentrador cilindrico-parabdlico esta colocado o tubo
absorvedor, no qual ocorre a converséao da radiacdo solar em calor interno, que
é de seguida transferida para agua que flui através do tubo, aquecendo-a.

Os reatores de quartzo do irradiador de UVA e UVB foram colocados na
zona focal do concentrador primario tipo Fresnel e no foco do concentrador

secundario do tipo cilindrico-parabdlico (Figura 13).

5.2. Mecanismo de funcionamento do sistema

Quando o aquecedor se voltou para o sol a radiagéo que incidiu sobre ele
foi refletida e feita convergir para a linha focal, incidindo sobre o absorvedor
tubular que a transformou em calor interno (Kalogirou, 2009) que é transferido
para agua que circulava dentro do absorvedor aquecendo-a. A agua chegou ao
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aguecedor através de mangueira transparente, impulsionada por uma bomba
submersa de 13W. No aquecedor, a 4gua percorreu 6 m de extensdo do
absorvedor e foi conduzida de volta para o tanque de aquecimento (isotérmico)
ou para o irradiador solar de UVA e UVB, dependendo da abordagem de

desinfeccdo adotada (como detalhado em 4.6.5.) (Figura 12).

.....

i
Tanque de/

Tanque  de aquecimento

arrefecimento

Figura 12: Representacdo do trajeto da agua pelo sistema.

Quando o irradiador solar de UV foi alinhado na direcdo do sol, com as
faces dos espelhos orientadas e ajustadas ao angulo de inclinagédo do sol, a
radiacdo que incidiu sobre cada um dos espelhos foi refletida para dentro do
concentrador secundéario, incidindo sobre os reatores de quartzo colocados na
abertura deste. A radiacdo que atingiu a superficie espelhada do concentrador
secundario foi por sua vez, concentrada sobre o reator 3 (Figura 13 e 14).

;\Reator_estl e?2

{ i

Figura 13: Detalhes do concentrador secundario.
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A agua chegou ao irradiador solar de UV trazida através de uma mangueira
que conectava a saida do absorvedor do aquecedor e a entrada do reator 1 do
irradiador.

No irradiador de UV a agua percorreu 4 m de extenséao total dos reatores
gue receberam a radiacdo que chegou do concentrador primario. Por fim a agua
que passou pelo reator 3 recebeu além da radiacao que chegou do concentrador
primério, toda a radiacdo concentrada pelo concentrador secundario. A 4gua
irradiada pela UVA e UVB, foi por fim conduzida de volta ao tanque isotérmico
de aguecimento ou para o tanque de arrefecimento, dependendo da abordagem
de desinfeccdo adotada (Figura 12-14).

Durante os experimentos a bomba foi ajustada para uma vazéo de 500
litros por hora.

Um ajuste constante do sistema em funcdo da posicdo do sol foi

necessario.

-Figura 14: Sistema de SODIS de agua em fluxo continuo em funcionamento.

5.3. Propriedades Opticas do sistema
5.3.1. Refletanciaa IV e UV

O adesivo poliéster metalizado de aluminio utilizado como espelho neste
estudo, possui um rendimento médio de refletancia maior do que o de outros
materiais considerados, para toda extensao de comprimentos de onda testados
(200 a 2459 nm) (Figura 15).



33

= Adesivo de poliéster
metalizado de aluminio

-- Espelho de vidro comum

— Aco inoxidavel

Refletancia (%)

1000 2000 3000
Comprimento de onda (nm)

Figura 15: Refletancia do adesivo de poliéster metalizado de aluminio a IV e UV.

A refletancia média do adesivo de poliéster metalizado de aluminio para a
extensado do espetro IV (700 - 2459 nm) é de 79,2%. A refletancia do espelho de
vidro comum ¢é de 80,8 %, e do aco inoxidavel é de 68,4%, para este espetro.

O adesivo de poliéster metalizado de aluminio possui um alto poder de
refletividade comparativa em relagéo a outros materiais, para o espetro UV. Sua
refletancia média é de 74,7%. A refletancia média do espelho de vidro comum e
do aco inoxidavel para a mesma faixa espectral, é respectivamente 36,6% e
34,1%. Importa realcar que a refletdncia média do espelho de vidro comum decai
para um valor muito proximo de 0 quando a faixa espectral de UVB é considerada
(Figura 16).

100+
VB VA
80 Y £ = = Adesivo de poliéster
= /_, e metalizado de aluminio
‘:: 60 - Espelho de vidro comum
Rl — Ago inoxidavel
q l
= 404 """
Q
4 / I
]
— ’

o v L]
200 250 300 350 400 450
Comprimento de onda (nm)

Figura 16: Refletancia do adesivo poliéster metalizado de aluminio a UV.
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5.3.2. Transmitancia a UVA e UVB

A transmitancia da parede do tubo de quartzo usado como reator no
irradiador de UVA e UVB, foi mensurada para o espetro UV. Sua transmitancia
meédia para a faixa do espetro UVA foi de 87,2% e para UVB foi 83,3% (Figura
17).

Uma janela de quartzo de alta pureza também foi submetida aos testes de
transmitancia, e demonstrou possuir maior transmitancia que a parede do reator
tubular de quartzo usado neste experimento. Sua transmitancia média foi de

91,8% e 91,2% para UVA e UVB, respectivamente.
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Figura 17: Transmitancia da parede dos reatores de quartzo a UV.

5.4. Condi¢cBes de funcionamento do sistema

A temperatura do ar nos momentos da realizacdo de experimento nos
diferentes dias variou entre 24 e 30,8°C. A insolacéo variou de 224 kJ/m? e 1471
kJ/m?, enquanto a radiacdo UV direta assumiu valores entre 150 e 250 mW/m?2.

Os valores estimados de radiacdo UV concentrada e que atravessa a
parede dos reatores 1, 2 e 3 de quartzo sdo apresentados na tabela 6.

Os valores estimados de UV nos reatores 1, 2 referem-se a radiacdo
captada pelo concentrador primario e direcionada sobre os reatores tubulares de
qguartzo que se encontram dentro da area da abertura do concentrador
secundério. Ja os valores de radiagdo UV no reator 3 referem-se ao somatorio
da radiacdo concentrada pelo concentrador primario e pelo concentrador
secundario e que converge sobre o reator 3 que se encontra no foco do

concentrador secundario (Figura 13).
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Tabela 6: Condi¢des radioldgicas nos dias do experimento.

Cistos

Bactérias

Alvo Tratamento NTU Data T°C Insolagéo luvp luvri:2 luvrs
(kJ/m2) (mW/m?)  (mMW/m?)  (mW/m?
<1 06/02/19 24 1471 225 80,6 562,2
Calor + UV
<1 07/03/19 26 263 175 62,7 437,3
Calor + UV 50 26/03/19 19 230 150 53,7 374,8
Calor <1 14/03/19 23 355
<l 29/01/19 30,4 224 150 53,7 374,8
Calor - UV <1 31/01/19 30,8 1287 275 98,5 687,2
<1 01/02/19 29,4 1349 250 89,6 624,8
Calor + UV 50 19/02/19 19 224 150 53,7 374,8
Calor + UV <l 26/03/19 24,4 354 200 71,6 499,7
<1 29/01/19 30,4 1452
Calor <1 31/01/19 30,8 1287

<1 01/02/19 29,4 1349

NTU — Unidade nefelométrica de turvacdo. T°C — Temperatura ambiente na hora do
experimento. UV — Radiacdo ultravioleta. luvo - Radiacdo ultravioleta direta. luvri:2 -
Radiagéo ultravioleta no interior do reator 1 e 2. lyvrs - Radiagao ultravioleta no interior
do reator 3.

5.5. Cinética de aquecimento da agua
A temperatura média da agua antes do tratamento foi de cerca de 26,4°C.
A temperatura do lote de 10 litros de agua tratados (em cada sesséo de
tratamento) foi monitorada a cada 5 minutos durante 20 minutos, a partir do inicio
do fluxo da agua pelo sistema.
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Figura 18: Variacdo da temperatura da agua ao longo do tempo. (As medi¢cOes
foram conduzidas com 10 litros de agua).
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Foi observado um rapido aumento de temperatura nos primeiros 10
minutos, atingindo em média 58,0°C (Figura 18).

A velocidade do aumento da temperatura a partir dos 15 minutos mostrou-
se influenciada pela nebulosidade e velocidade do vento, sendo que em dias de
céu limpido e com baixa velocidade de vento, temperaturas de até 83°C foram
alcancadas em 20 minutos.

Uma produtividade média de 40 litros por hora foi obtida, considerando a
abordagem 60°C+UV-10. Uma producdo média de 360 litros de agua por dia foi

alcancada em dias ensolarados funcionando das 08h e 30min as 16h e 30min.

5.6. Inativacao de cistos

A visualizacao de trofozoitos nos controles se efetivou na maioria dos casos
a partir de 24 horas, em poucos casos 48 horas ap0s a incubacéo das placas.

Nas amostras pos tratamento, n&o foi observado desencistamento de cistos
de A. castellanii em todas abordagens do tratamento Calor+UV/<1 em todas as
repeticbes do experimento, ndo tendo sido contabilizado nenhum trofozoito
(Tabela 7).

N&o foi observado desencistamento de cistos na maioria das abordagens
do tratamento Calor+UV/50UNT, nomeadamente 60°C+UV-10/50UNT (onde a
agua com alta turbidez foi irradiada ao mesmo tempo que era aquecida até atingir
60°C e foi mantida nesta temperatura enquanto fluia pelo irradiador por 10
minutos), 65°C+UV-0/50UNT, 65°C+UV-10/50UNT e 70°C +UV-0/50UNT, em
todas as repeticdbes do experimento, por isso nessas abordagens nenhum
trofozoito foi contado.

Em uma das trés repeticbes do tratamento Calor+UV/50UNT na
abordagem 60°C+UV-0/50UNT ocorreu desencistamento, e consequente
contagem de trofozoitos a partir do 6° dia de incubacgéo. O nimero de trofozoitos
contados nesta abordagem veio a ser maior do que o numero de trofozoitos
contados no respectivo controle a partir do 14° dia.

Da mesma maneira, ndo foi observado desencistamento na maioria das
abordagens do tratamento Calor, nomeadamente 60°C-10 (onde a agua foi
aguecida até atingir 60°C, e foi mantida a esta temperatura por 10 minutos),
65°C-0, 65°C-10 e 70°C-0, em todas as repeticoes do experimento, por iSso

nessas abordagens nenhum trofozoito foi contado.
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Tabela 7: Médias de trofozoitos recuperados dos cistos

Intervalo Condicdes Média de trofozoitos por abordagem de
de dias experimentais cada tratamento

Turbidez uv
(UNT)  (mW/m?)

Tratamento: Calor + UV

Contr. 60°C-0 60°C-10 65°C-0 65°C-10 70°C-0

1° <1 580,4 0 0 0 0 0 0
30°-6° <1 580,4 344 0 0 0 0 0
7°-10° <1 580,4 75 0 0 0 0 0
110-14° <1 580,4 16 0 0 0 0 0
150-18° <1 580,4 9 0 0 0 0 0
190-20° <1 580,4 1 0 0 0 0 0
Tratamento: Calor + UV
1° 50 482,2 0 0 0 0 0
30-6° 50 482,2 229 0 0 0 0
7°-10° 50 4822 119 28 0 0 0 0
110-14° 50 482,2 42 98 0 0 0 0
150-18° 50 482,2 10 26 0 0 0 0
190-20° 50 482,2 5 2 0 0 0 0
Tratamento: Calor
1° <1 0 0 0 0 0 0
30°-6° <1 0 390 0 0 0 0
7°-10° <1 0 280 35 0 0 0 0
110-14° <1 0 20 164 0 0 0 0
150-18° <1 0 0 38 0 0 0 0
190-20° <1 0 0 2 0 0 0 0

Onde: Contr. - Controle. UV — Radiag&o Ultravioleta. NTU - Unidade Neflométrica de
Turvacéo.

Em uma das trés repeticbes do tratamento Calor na abordagem 60°C-0
ocorreu desencistamento, e consequente contagem de trofozoitos a partir do 5°
dia de incubacdo. O nimero de trofozoitos contados nesta abordagem foi maior
do que o numero de trofozoitos contados no respectivo controle a partir do 11°
dia (Tabela 7).
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5.6.1. Andlises estatisticas sobre os dados de A. castellanii

Os dados gerados pela contagem de trofozoitos nas abordagens com 0
minutos de tempo de contato em todos os tratamentos (i.e., Calor + UV-0/<1UNT,
Calor + UV-0/50UNT e Calor-0) foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) com nivel de significancia de 5%, a fim de avaliar as significancias das
diferencas entre as médias de trofozoitos obtidos para as diferentes abordagens
e 0s respetivos controles por tratamento. As outras abordagens nao foram
inclusas na analise porque seus valores ndo apresentam variabilidade e ndo
diferem de O (Tabela 8).

Tabela 8: Resultados da ANOVA para trofozoitos nos tratamentos.

Tratamento / abordagem SQ gl MQ F valor-P
Calor + UV-0/<1UNT 51.0e+04 3 17.0e+04 145517 0.0001
Calor + UV-0/50UNT 66.3e+04 3 22.1e+04  13.5964 0.0001
Calor-0 53.3e+04 3 17.8e+04 10.1260 0.0005

Legenda: SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; MQ: média quadrada; F:
Fator e valor-P: valor da probabilidade.

Através dos resultados da tabela 8, observa-se que o valor-P € menor que
0,05 (nivel de significancia definido), por isso, foi considerado que ha diferenca
estatistica entre os dados.

Sabendo-se que os dados analisados diferem estatisticamente entre si,
utilizou-se o pos-teste de Tukey para identificar pontos nos quais a diferenca
estatistica € mais expressiva (Tabela 9).

A partir dos resultados na tabela 9 pode-se inferir que, as médias de
trofozoitos nos controles de todos tratamentos diferem significativamente de
todas respectivas abordagens, mas as médias de trofozoitos nas abordagens de
todos os tratamentos nao diferem significativamente entre si, pelo pés-teste de
Tukey (p < 0,05).
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Tabela 9: Comparacéo de média de trofozoitos por tratamentos.

Calor + UV-0/<1UNT Calor + UV-0O/50UNT Calor-0

Controle (~26°C) 336,502 391,662 355,502
60°C 0,00° 25,33 39,67°
65°C 0,00° 0,00° 0,00°
70°C 0,00° 0,00° 0,00°

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo apresentam diferenca significativa
na ANOVA seguida de teste Tukey.

5.7. Inativacéo de bactérias

N&o houve crescimento bacteriano nas abordagens envolvendo 60°C em
todos tratamentos nomeadamente: 60°C—UV, 60°C+UV/<1, 60°C+UV/50 e
60°C, para todas as espécies bacterianas.

No tratamento Calor—UV (onde a agua foi pré-aquecida e depois feita
passar uma unica vez pelo irradiador) ndo houve crescimento bacteriano nas
abordagens 55°C—UV e 60°C—UV, para todas as espécies bacterianas.

Na abordagem 45°C—UV houve crescimento de todas as espécies de
bactérias testadas. Uma reducédo de cerca de 1 log de S. Typhimurium e de 2
logs de P. aeruginosa foram observadas nesta abordagem. Para outras bactérias
uma reducdo de menos de 1 log foi obtida (Tabela 10).

No tratamento Calor+UV/<1UNT, nas abordagens 45°C+UV/<1UNT bem
como 55°C+UV/<1UNT houve crescimento para todas as espécies de bactérias
testadas. Reducdes médias de cerca de 3 logs para E. coli e P. aeruginosa, e de
cerca de 5 logs para S. Typhimurium, e 4 logs para E. faecalis foram observadas
na abordagem 55°C+UV/<1UNT. Na abordagem 45°C + UV/<1UNT foi
observada uma reducdo média de cerca de 1 log para todas espécies
bacterianas testadas (Tabela 10).

No tratamento Calor+UV/50UNT, nas abordagens 45°C+UV/50UNT assim
como 55°C+UV/50UNT houve contagem de UFC para diversas espécies de
bactérias (Tabela 10). Na abordagem 55°C+UV/50UNT nenhuma UFC de P.
aeruginosa foi observada, sendo que redugcfes meédias de 1 log para E. coli, 2
logs para S. Typhimurium, e 5 logs para E. faecalis foram obtidas nesta
abordagem. Na abordagem 45°C+UV/50UNT uma reducao média de 2 logs para
E. faecalis foi obtida. Para outras espécies de bactérias testadas uma reducao



40

meédia de pelo menos 1 log ndo foi alcancada, sendo que o numero meédio de

UFC para E. coli e P. aeruginosa nesta abordagem chegou a ser ligeiramente

maior que o numero médio de UFC no controle (Tabela 10).

Tabela 10: Médias de UFC/mL por abordagem de cada tratamento.

Alvo

Condicdes

experimentais

Média de UFC por abordagem de

cada tratamento

Turbidez uv Controle 45°C 55°C  60°C
(UNT) (mW/m?)

Tratamento: Calor — UV
E. coli <1 723.5 2,8x10°  4,1x10% 0,0 0,0
S. Typhimurium <1 723.5 2,4x10°  3,6x10% 0,0 0,0
E. faecalis <1 7235 2,7x10°  1,4x10° 0,0 0,0
P. aeruginosa <1 723.5 5,6x10°  3,3x10° 0,0 0,0
Tratamento: Calor + UV
E. coli <l 4822 3,8x10” 6,5x10®  1,1x10* 0,0
S. Typhimurium <l 4822 3,7x107  7,8x10%®  1,4x10°> 0,0
E. faecalis <1 482.2 3,0x10”  4,6x10%® 1,6x10° 0,0
P. aeruginosa <l 4822 4,5x10%  2,9x10° 2,2x10®° 0,0
Tratamento: Calor + UV
E. coli 50 642.9 2,1x10° 3,6x10° 2,7x10* 0,0
S. Typhimurium 50 6429 2,0x10° 1,2x10° 5,0x10° 0,0
E. faecalis 50 642.9 1,6x106  8,8x10* 2,2x10 0,0
P. aeruginosa 50 642.9 5,3x10*  9,2x10* 0,0 0,0
Tratamento: Calor
E. coli <1 0,0 2,8x10°  2,4x10° 9,7x10% 0,0
S. Typhimurium <1 0,0 2,2x10°>  9,1x104 2,2x10 0,0
E. faecalis <1 0,0 2,9x10°> 2,2x10°  1,4x10° 0,0
P. aeruginosa <1 0,0 3,7x10°  2,1x10% 0,0 0,0

No tratamento Calor, nas abordagens 45°C assim como 55°C houve

contagem de UFC de diversas espécies testadas. Na abordagem 55°C nenhuma

UFC de P. aeruginosa foi observada, sendo que reducfes médias de 2 logs para



41

E. coli e E. faecalis, e de 4 logs de S. Typhimurium foram alcancadas. Na
abordagem 45°C+UV/50UNT uma reducdo média de 1 log para S. Typhimurium
e P. aeruginosa foi alcancada. Para outras espécies testadas uma reducédo

meédia de pelo menos 1 log ndo foi alcancada nesta abordagem, (Tabela 10).

5.7.1. Andlises estatisticas sobre os dados de bactérias

Os dados gque resultaram da contagem de UFC/mL de todas espécies de
bactérias por tratamento foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). Um
nivel de significancia de 5% foi utilizado, a fim de avaliar as significancias das
diferencas entre os dados de UFC/mL obtidos para as diferentes abordagens e
0S respectivos controles por tratamento (Tabela 11).

Através da tabela 11, observa-se que o valor-P em todos os tratamentos é
inferior a 0,05 (probabilidade), sendo por isso que os dados de UFC/mL obtidos
em cada abordagem e nos respectivos controles por tratamento foram
considerados como possuindo diferenca estatistica significativa.

Tabela 11: Resultados da ANOVA para bactérias nos tratamentos.

Tratamento SQ Gl MQ F valor-P  F critico

3 1.03e+11 16.935 0.00013 3.490
Calor + UV/<1IUNT 2.05E+15 3 6.85e+14 10.700 0.00104  3.490
Calor + UV/S0UNT 6.92E+10 2 3.46e+10 6.663 0.02992 5.143
Calor 2.22E+11 4 5.55e+10 14.111 0.00026  3.356

Calor—UVv 3.09E+11

Legenda: SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; MQ: média quadrada; F:
Fator; valor-P: valor da probabilidade e F critico: Fator critico.

Sabendo-se que existe diferenca entre os dados analisados, foi utilizado o
pés-teste de Tukey para verificar o ponto no qual a diferenca estatistica € mais
expressiva (Tabela 12).

Através dos resultados obtidos pelo pos-teste de Tukey (Tabela 12), pode-
se inferir que as médias dos resultados de UFC obtidos nos controles dos
tratamentos Calor—UV, Calor + UV/<1UNT e Calor sdo estatisticamente

diferentes das respectivas abordagens, no entanto os dados das abordagens
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nestes tratamentos néo sao estatisticamente diferentes, uma vez que a diferenca

entre si ndo foi considerada como sendo estatisticamente significativa (p < 0,05).

Tabela 12: Comparacdo de médias gerais de UFC/mL por abordagens e

tratamento.

Calor—UV Calor + UV/<1IUNT Calor +UV/50UNT Calor
Controle (-2e.cy 335000,00% 27375000,002 635000,002 290000,002
45°C 55075,00° 4797500,00° 165000,002 93500,00°
55°C 0,00° 3735,00° 8005,50° 2780,50P
60°C 0,00° 0,00P 0,00P 0,00P

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estre si pelo pds-teste de
Tukey (p>0.05).

Para o tratamento Calor +UV/50UNT, as médias dos resultados de UFC/mL
obtidos nos controles séo estatisticamente diferentes apenas das abordagens
55°C+UV/50UNT e 60°C+UV/50UNT (Tabela 12).

Na tabela 13 sédo apresentados resultados do pos-teste de Tukey, para as
medias gerais de dados UFC/mL obtidas em tratamento para todas espécies

bacterianas testadas.

Tabela 13: Significancia da diferenca da eficacia de inativacédo de bactérias entre

os tratamentos.

Calor—UV Calor+UV/<1UNT Calor+UV/50UNT Calor

Calor—UV 1.798E-08** 0.0028** 0.00023**
Calor+UV /<1IUNT 1.08E-08** 0.0027** 0.00915**
Calor+UV /S0UNT  0.0168** 0.0166** 0.4826"4s

Calor 0.0014**  0.054 nds nds

** _ Diferem significativamente entre si, pelo péds-teste de Tukey (p<0,05). nds - Nao
diferem significativamente ente si, pelo pos-teste de Tukey (p<0,05).

A partir da tabela 13 pode-se inferir que, as médias dos dados de UFC/mL
obtidos nos tratamentos Calor—UV bem como no tratamento Calor+UV/<1UNT
sao estatisticamente diferentes entre si, e com todos outros tratamentos, ja que

a diferenca entre si foi considerada estatisticamente significativa pelo pos-teste
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de Tukey (p<0,05). Entretanto é importante destacar que as médias dos dados
de UFC obtidos nos tratamentos Calor possuem algum grau de similaridade com
0s obtidos no tratamento Calor+UV/<1UNT.

As médias dos dados de UFC obtidos nos tratamentos Calor+UV/50UNT e
o tratamento Calor ndo diferem significativamente entre si pelo pés-teste de
Tukey (p<0,05) (Tabela 13).

Os dados de UFC de cada espécie bacteriana testada por tratamento foram
convertidos em porcentagem e submetidos a analise de variancia (ANOVA) com
nivel de significancia de 5% seguida de teste LSD (Minima Diferenca
Significativa), com intencdo de avaliar a significancia das diferencas entre as
percentagens de crescimento de cada espécie de bactéria em funcdo da

variacdo da temperatura nos tratamentos (Tabela 14).

Tabela 14: Porcentual de crescimento bacteriano por temperatura.

E. coli S. Typhimurium E. faecalis P. aeruginosa
Controle (~26°C) 149 002 100,002 100,002 100,002
45°C 72258 34,25b 20,25P 7.50b
55°C 4,000 0,75 0,00° 0,00¢
60°C 0,00°  0,00¢ 0,00° 0,00°

Médias porcentuais seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente
estre si pela ANOVA seguida de teste LSD (p > 0.05).

Através dos dados da tabela 14 pode-se inferir que as bactérias P.
aeruginosa e E. faecalis foram mais sensiveis ao efeito da variacdo da
temperatura e S. Typhimurium e E. coli mostraram-se mais resistentes, sendo
que estas Ultimas, mais resistentes entre as duas.

O sistema relatado neste trabalho resultou em um deposito de patente sub
ndamero BR 10 2020 001683-0.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho, foi desenvolvido um sistema de desinfec¢éo solar de agua
em fluxo continuo visando propor uma solucéo ao problema do pequeno volume
de agua que pode ser tratada atraves da SODIS convencional.

Os materiais considerados para a construcéo do sistema foram escolhidos
por se adequarem a necessidade e por serem relativamente mais baratos e
disponiveis principalmente em paises em desenvolvimento onde o
abastecimento publico de agua potavel continua desafiador, como por exemplo
Mocambique (UNICEF, 2015).

O adesivo poliéster metalizado de aluminio foi selecionado para a
construcdo de superficies refletoras por ser facil de manipular e higienizar, bem
como por possuir uma refletancia média de 79,2% para o espetro infravermelho
(IV) (Figura 15) e uma refletdncia média de 74,7%, para o espetro UV (Figura
16). Embora se admita existir materiais de maior rendimento de refletancia, este
foi escolhido por ser mais acessivel.

A escolha do quartzo para a construcado dos reatores do irradiador de UV
deveu-se pelo fato deste material possuir alta transmitancia a UVA e UVB,
quando comparado aos outros materiais, assemelhando-se apenas ao boro-
silicato (Ayoub e Malaeba, 2019).

O sistema foi testado para inativagdo de cistos de A. castellanii, que sao
formas de resisténcia ambiental desta AVL, e sdo cosmopolitas e onipresente
(Schuster, 2002). A sua expressiva caracteristica recalcitrante face aos fatores
biocidas de natureza quimica, fisica e radioldégica (Aksozek et al., 2002;
Chatterjee, 1968; Cervero-Arago et al. 2013) é atribuida a sua parede espessa
constituida por duas camadas que possuem celulose, o ectocisto e endocisto
(Pasternak et al., 1970; Siddiqui et al., 2009; Derda et al., 2009; Garajova et al.,
2019). Acanthamoeba spp. tém sido implicadas na resiliéncia ambiental e
desenvolvimento de viruléncia de uma vasta gama de patégenos bacterianos e
virais (Rowbotham, 1980; Abu et al., 1998; Schuster, 2002, Thomas, et al., 2004;
Lambrecht et al., 2017) e na prevaléncia destes na agua tratada com cloro e nas
redes de distribuicdo de agua potavel (Thomas, et al., 2004; Thomas et al.,
2014).
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A desinfeccdo solar tem sido demostrada como sendo efetiva para o
tratamento microbiologico da agua (Reyneke et al., 2018; Pichel et al., 2019). A
eficdcia da SODIS na inativagdo de microrganismos inclui a utilizagcdo sinérgica
da energia térmica e UV solar, independendo assim de aditivos quimicos
(Castro-alférez et al, 2016, Castro-alférez et al., 2017).

A quantidade de &gua processada pela SODIS convencional é
condicionada pela disponibilidade de recipientes transparentes, geralmente
garrafas de polietileno tereftalato (PET), por serem de baixo custo e néo
representarem um risco toxicoldgico e ou carcinogénico significativo para a
saude dos consumidores da agua tratada (Schmid et al., 2008).

A maioria dos sistemas de desinfeccao solar de agua em fluxo continuo
descritos na literatura foram projetados para utilizar essencialmente a energia
térmica (SOPAS) ou UVA e UVB solar (Bigoni et al., 2014; Carielo et al., 2016;
Castro-Alférez et al., 2018; Reyneke et al., 2018; Domingos et al., 2018; Gill &
Price, 2010; Mbonipa et al., 2012). Até onde se sabe, a partir da literatura e das
bases patentearias, o sistema de desinfeccdo solar de agua em fluxo continuo
desenvolvido neste trabalho € o primeiro cujo configuracdo permite utilizar
sinergicamente a energia térmica e a radiagdo UV solar.

O sistema desenvolvido neste trabalho compreende concentradores de
duas configuragdes distintas: (i) um concentrador cilindrico parabélico, com uma
superficie de concentracdo de 3,52 m? em que a energia é concentrada sobre
um absorvedor tubular (Malato et al. 2009), medindo 6 metros de extenséo total.
(i) um concentrador Fresnel (Abbas et al., 2012; Ghodbane et al., 2019) com
uma superficie de concentracéo da radiacdo direta medindo 4,5 m?, a radiacéo
€ concentrada sobre reatores tubulares transparentes de quartzo, no interior do
qual a agua flui.

Para maximizar o aproveitamento da UV, a radiacdo que passa pela
armacado dos reatores € captada e concentrada por um concentrador cilindrico
parabdlico, que por sua vez concentra a radiacdo sobre um dos reatores, isto
permite que a agua atravesse 0s reatores que estdo sob irradiacdo de doses
expressivamente elevadas. Isto permitiu que em poucos minutos 0s cistos e
bactérias, recebessem doses bem mais altas de UV do que receberiam durante
muitas horas de exposi¢cao num processo de SODIS convencional, sob mesmas

condicoes de irradiancia (Rashid, 2018).
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Este sistema apresenta vantagem quando comparado ao processo
convencional de SODIS comum. A SODIS convencional consiste na exposi¢céo
estatica de agua a luz solar em garrafas plasticas PET. A quantidade de agua
tratada esta condicionada a disponibilidade destas garrafas que séo feitas de
peliculas PET, cujas paredes sdo essencialmente impermeaveis a radiacdo UVB
(Mbonimpa et al. 2012). Assim, se pode dizer que a SODIS convencional usando
PET depende do efeito da faixa espectral da radiacdo UVA e do calor para
efetivar a inativagdo microbiana (GOMEZ-COUSO et al., 2010; Castro-Alférez et
al., 2016; Castro-Alférez et al., 2017). Sabe-se que a radiacdo UVA embora
importante € muito menos eficaz para a inativagcado microbiana do que a radiacédo
UVB ou UVC (Jagger, 1967), tendo sido descrito que a radiacdo UVB é de 2 a 3
ordens de magnitude mais eficaz do que a radiacdo UVA para inativacdo
microbiana (Setlow, 1974). O sistema de SODIS em fluxo continuo desenvolvido
neste trabalho foi projetado para utilizar o efeito sinérgico da UVA, UVB e o calor
do sol para inativar microrganismos recalcitrantes durante um menor tempo de
exposicao.

Dentre as vantagens do design do sistema aqui apresentado, podem-se
ainda destacar: (i) possui um potencial para ser utilizado durante a maior parte
dos dias do ano, pois o refluxo da agua para o tanque de aquecimento permite
gue o equipamento funcione com o mesmo padrdo de eficiéncia em todas as
horas do dia, bem como em diferentes estacdes do ano (desde que haja radiacao
direta disponivel), obviamente variando a quantidade de &gua tratada por
unidade de tempo em funcdo da irradiancia direta disponivel. E importante
destacar que se forem realizados ajustes no tamanho e/ou extensdo do
aguecedor se permitira que a temperatura ideal seja atingida numa Unica
passagem da agua pelo aquecedor, podendo ndo ser necessario que esta reflua
para o tanque de aquecimento. Isto reduziria ainda mais o tempo necessario de
exposicao da agua e consequentemente incrementaria a quantidade de agua
tratada por instante e por dia. (i) O mesmo se aplica para os dias parcialmente
nublados, o sistema ira manter o seu padrdo de qualidade, no entanto, tratando
maior volume de agua nos instantes do dia em que o sol estiver descoberto. (iii)
O sistema possui uma aplicabilidade em escala industrial, pois permite ajustes
de tamanho, de configuracdo e de automacdo para o rastreio autbnomo da

radiacdo em dois eixos, em fun¢éo da quantidade de agua que se pretende tratar
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por unidade de tempo. (iv) Uma das vantagens diz respeito ao irradiador. A
configuracdo de concentrador Fresnel adotado neste sistema permite
acoplamento de uma grande sequéncia de espelhos ou adicdo de mais suportes
de espelhos, ou ainda a subtracdo destes, quando nao forem necessarios. A
adicao dos espelhos pode ser necessaria nos meses, dias ou latitudes de baixa
irradiancia relativa de UV solar.

A utilizacdo de materiais com maior eficiéncia éptica, como espelhos de alto
rendimento de reflexdo na faixa do espectro infravermelho, combinado com a
utilizacdo de absorvedores de alta eficiéncia de captacdo, conversao e
transferéncia de calor (Avallone et al.,, 2014; Waghmare & Gulhane, 2018;
Ghodbane et al., 2019; Norouzi et al. 2020), permitira aumentar a eficiéncia do
aguecedor solar. Semelhantemente, a utilizacdo de reatores de quartzo de alta
pureza (Ayoub & Malaeba, 2019) combinado com a utilizacdo de espelhos de
alto rendimento de refletancia da faixa do espectro ultravioleta, permitira a
exploracdo do maximo potencial do sistema projetado e concretizado neste
trabalho.

Quando cistos viaveis de Acanthamoeba spp. sdo inoculados em placas
com agar ndo-nutriente com uma sobrecamada de bactérias, a ocorréncia do
desencistamento e a consequente visualizacdo de trofozoitos se efetiva em
seguida, podendo ser 24 horas depois, ou em até 3 dias. Em alguns casos mais
tempo pode ser necessario, especialmente quando estes sdo expostos a um
certo estressor, no entanto, dificimente excede 9 dias (Aksozek et al., 2002;
Sriram et al.,, 2008). No presente estudo, a visualizacdo de trofozoitos nos
controles ocorreu na maioria dos casos apés 24 horas, sendo que em poucos
casos apos 48 horas. As placas foram monitoradas por até 20 dias, deste modo
pode-se dizer com seguranca que os cistos que nao desencistaram durante este
periodo estavam inviaveis.

Uma inativagdo efetiva de cistos de A. castellanii foi obtida em todas
abordagens do tratamento Calor + UV/<1 (Tabela 7).

No presente estudo usando um sistema de desinfecc¢do solar de agua em
fluxo continuo, a inativacéo efetiva foi alcancada na agua com baixa turbidez
mesmo em amostras coletadas imediatamente ap0s a agua ter atingido 60°C.
Estes resultados mostram a importancia do efeito sinérgico da UV e do calor

para inativacao efetiva de cistos de A. castellanii, como demonstrado por Castro-
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Alférez e seus colegas (2016) bem como Castro-Alférez e seus colegas (2017)
para bactérias.

Nos tratamentos Calor+UV/50UNT e Calor obteve-se resultados parecidos,
onde uma inativacdo efetiva foi obtida em todas abordagens a partir da
abordagem 60°C+UV-10/50UNT e 60°C-10, respectivamente. Na abordagem
60°C+UV-0/50UNT e 60°C-0 trofozoitos vidveis foram recuperados, apenas a
partir do 6° e 5° dias, respetivamente.

A literatura mostra dados heterogéneos sobre a inativacéo térmica de cistos
de AVL. Enquanto Ludwig e sua equipe (1986) relataram inativacdo térmica
efetiva de cistos de A. castellanii a 80°C por 10 minutos, Kilvington (1989) relatou
a inativacao efetiva de cistos de A. polyphaga a partir de 65°C com um tempo de
contato igual ou maior a 15 minutos. Por sua vez, Cervero-Arago e sua equipe
(2013) demostraram que cistos de Hartmannella vermiformis, sdo menos
termotolerantes que os cistos de A. castellanii. Seus achados mostram que a
inativacao térmica efetiva de cistos de Hartmannella vermiformis foi alcancada a
60°C com um tempo de contato igual e superior a 2 minutos, no entanto, 0s cistos
de A. castellanii foram efetivamente inativados a 70°C a partir de um tempo de
contato de 2 minutos, no entanto, no estudo de Aksozek e sua equipe (2002)
esta foi alcancada a 65°C, por um tempo de contato superior a 5 minutos. Uma
inativacao térmica de até 4,7 logs de A. castellanii - 30010, a mesma cepa usada
neste estudo foi relatada por Coulon e sua equipe (2010) a 65°C com um tempo
de contato de 10 minutos.

A diversidade de resultados pode ser atribuida as diferencas nas
caracteristicas intrinsecas de cada cepa e a falta de padrdes oficiais para
ensaios de inativacdo, o que dificulta a comparacao de diferentes estudos sobre
o efeito biocida da temperatura sobre os cistos de AVL, especialmente quando
os autores usam diferentes meios de cultura, concentracdes de células e
métodos para quantificar a viabilidade celular (Thomas et al., 2010; Coulon et al.,
2010; Cervero-Arago et al., 2013), ou ainda do tempo que a ameba vem sendo
mantida em laboratério.

Os dados obtidos em nossos testes anteriores ao presente estudo
(Apéndice B1), realizados em laboratério, de acordo com os procedimentos
metodoldgicos descritos (Heaselgrave et al., 2006) corroboram em parte com
pesquisas anteriores (Aksozek et al.,2002), onde os cistos de A. castellanii foram
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resistentes a exposicdo a radiagdo UVC (490 mW/m?) por até 120 minutos.
Entretanto, os cistos foram suscetiveis ao efeito sinérgico da radiacdo UVC e
60°C por 5 minutos (Apéndice B3). Da mesma forma, eles foram suscetiveis
guando expostos ao efeito do calor (60°C) por mais de 10 minutos (Apéndice
B2), ao contrario dos achados de outros estudos (Aksozek et al., 2002; Ludwig
et al., 1986; Cervero -Arago et al., 2013; Coulon et al., 2010).

Como no presente estudo, Aksozek e sua equipe (2002) relataram o
desencistamento tardio de cistos submetidos ao tratamento radiolégico em
relacdo aos respectivos controles. Os dados destes autores mostram que quanto
maior a dose de radiacao a qual os cistos foram submetidos, mais tempo levaram
para desencistar. No presente estudo, 0s cistos que sobreviveram ao efeito
sinérgico do calor e da radiacdo UV (60°C+UV-10/50UNT) levaram mais tempo
(6 dias) para desencistar, do que aqueles que sobreviveram ao efeito isolado do
calor (5 dias).

Apesar de um desencistamento tardio em relagdo aos respectivos
controles, assim como no estudo dos autores, citados anteriormente, no
presente estudo, os trofozoitos apresentaram posteriormente uma multiplicacao
intensa, e 0 numero de trofozoitos nestas abordagens superou o numero de
trofozoitos nos respectivos controles.

Pode-se especular que a intensa multiplicacdo observada deveu-se a
ocorréncia isolada ou simultanea de dois fatores. Primeiro, que a exposi¢cao dos
cistos ao efeito do calor e dos oxidantes reativos como OH e Os formados
durante a fotélise da agua pela UV (Mora & Mohseni, 2018; Chung et al., 2020),
ocasionou danos genémicos que levaram a uma multiplicacdo intensa das
células amebianas. Segundo, que o inicio tardio do desencistamento nas placas
com cistos tratados, fez com que a fase logaritmica de crescimento amebiano
nestas placas coincidisse com a fase de declinio nas placas controle, devido a
escassez de alimentos, a maior parte de trofozoitos havia se encistado.

O tipo de dano provocado pelo calor e/ou da radiagdo UV sobre os cistos
de Acanthamoeba spp. que desencistaram tardiamente n&o foi determinado.
Hipoteticamente pode-se assumir que a exposi¢ao dos cistos ao efeito sinérgico
ou isolado destes fatores biocidas nestas abordagens, desencadeou danos
celulares reversiveis que foram reparados (Aksozek et al., 2002), talvez de modo

similar como as bactérias Deinococcus radiodurans sao capazes de reparar de
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forma eficaz os danos gendémicos causados pela radiacédo ionizante como a UV
(Venkateswaran et al., 2000).

Na abordagem 60°C+UV-0/<1UNT foi alcangada uma inativagao efetiva,
dos cistos, entretanto 0 mesmo resultado néo foi obtido quando a agua estava
com alta turbidez (60°C+UV-0/50UNT). Os resultados obtidos do tratamento
Calor+UV/50UNT séao semelhantes aos do tratamento Calor (Tabela 7).

Esses dados assemelham-se aos obtidos durante os testes com bactérias
(Tabela 9) e, confirmam a importancia da turbidez para a inativacdo de cistos
pela SODIS, sendo sua eficacia inversamente proporcional ao indice de
turvacdo. Quanto mais alta a turbidez menor a transmitancia da agua, e isso
dificulta o acesso da UV aos microrganismos dispersos na agua (Gémez-Couso
et al., 2009; Dawney & Pearce, 2012; Haider et al., 2014). A similaridade dos
dados nestes dois tratamentos (Calor+UV/50UNT e Calor (Tabelas 7 e 10)) pode
ser atribuida ao fato de ambos os resultados poderem resultar unicamente do
efeito biocida do calor, pois apesar da UVA e UVB estarem presentes no
tratamento Calor+UV/50UNT, o seu efeito possivelmente tornou-se nulo ou
inexpressivo devido a alta turbidez da 4gua. Os autores parecem concordar que
indices de turvacao a partir de 25 UNT comecam a comprometer eficacia da
SODIS convencional (Gémez-Couso et al., 2009; Dawney & Pearce, 2012).

Outrossim, estes achados reforcam a necessidade de se alcancar uma
inativacdo de todos cistos, e ndo apenas uma reducao significativa durante o
tratamento de agua para o consumo humano, pois poucos cistos sobreviventes
podem permitir uma intensa floracéo de protozoarios bem como muitas bactérias
patogénicas endossimbiontes. Assim a agua pode vir a ter uma carga microbiana
semelhante ou até superior a que possuia antes de ser submetida ao tratamento,
principalmente nas situacdes em que esta precisasse ser armazenada por algum
tempo (Rowbotham, 1980; Aksozek et al., 2002; Thomas, et al., 2004; Lambrecht
et al., 2017), ou de ser fornecida através da rede de distribuicdo de agua potavel
(Thomas et al., 2014). Esta pode ser a explicagao para o fato de E. coli presente
na agua pasteurizada a 87°C voltar a crescer depois de permanecerem na
incubadora por 72 horas (Bigoni et al., 2014).

Pode-se dizer que o sistema de desinfec¢cdo solar de 4gua em fluxo
continuo, foi eficaz na inativagdo de cistos de A. castellanii em todos os

tratamentos, pois inativacao efetiva foi alcancada. O tratamento Calor+UV foi
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mais eficaz na inativagéo de cistos de A. castellanii do que o tratamento Calor
nas condi¢cdes de baixa turbidez. Nas condi¢bes de alta turbidez o tratamento
Calor+UV, apresentou eficacia similar a do tratamento Calor.

A radiacdo UV tem sido reconhecida como um agente antimicrobiano por
aproximadamente 125 anos (Downes & Blunt, 1877). Desde que o efeito
sinérgico do calor e radiagdo UV, na inativacdo de microrganismos foi elucidada
(McGuigan et al., 1998), a compreensdo e a aplicacdo destes fatores no
tratamento solar de agua aumentou. Uma forte sinergia entre inativacdo de
bactérias pela UV e calor foi observada em temperaturas acima de 45°C
(McGuigan et al., 1998; Vivar et al., 2017).

No presente estudo, como esperado, nenhuma UFC/mL das bactérias
testadas foi observada nas abordagens envolvendo 60°C, em todos tratamentos
nomeadamente: 60°C—UV, 60°C+UV/<1, 60°C+UV/50 e 60°C (Tabela 10).
Estes dados estao de acordo com os achados de outros pesquisadores (Carielo
et al., 2016; Domingos et al., 2018)

Na maioria dos estudos baseados em sistemas de desinfeccao por SOPAS,
temperaturas acima de 60°C foram necessarias para a inativacdo de bactérias,
por exemplo, a inativacao de E. coli foi alcancada a 87°C (Bigoni et al., 2014), ou
temperaturas igual ou acima de 66°C para inativar
Legionella spp., Pseudomonas spp. e Salmonella spp. (Reyneke et al., 2018). A
inativacao térmica de E. coli foi alcancada a 55°C com um tempo de contato >
120 minutos, ou a 60°C num tempo de contato > 45 minutos ou ainda a 70°C por
um tempo de contato > 15 minutos (Kulkarni et al., 2019).

Os dados do presente estudo mostram uma maior eficacia do tratamento
Calor—UV em relacio aos outros tratamentos, incluindo o tratamento Calor+UV
/<1UNT, pois no tratamento Calor—UV nado houve crescimento bacteriano nas
abordagens 55°C—UV e 60°C—UV. No tratamento Calor+UV/<1 o mesmo
resultado foi obtido apenas na abordagem 60°C+UV/<1, sendo que nas restantes
abordagens uma reducéo significativa foi alcancada. Isto por um lado confirma a
importancia do tempo de exposi¢cdo das bactérias ao calor para se efetivar a
inativacdo, como nos achados de outros pesquisadores (Kulkarni et al., 2019).
Por outro lado, estes dados mostram a importancia do efeito sinérgico da UVA,
UVB solar e calor (Coohill & Sagripanti, 2008) para se alcancar inativacéo todas
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bactérias durante um tempo tdo curto de exposicédo (<1,5 minutos por litro de
agua tratada) e em fluxo continuo.

Sabe-se que a radiacdo UV solar ao atingir a superficie da Terra contém
comprimentos de onda entre 290 e 380 nm, sendo que uma quantidade
consideravel destes se encontram no espectro UVA (~8% da produc¢éo solar)
(Coonhill, 1996), que é responsavel por danos genémicos que na maioria dos
casos podem ser reversiveis por mecanismos de reparo celular. Apenas alguns
décimos de um por cento da luz solar estdo no espetro UVB, mas é nesta faixa
gue ocorre a maior parte da morte celular pela luz solar (Coohill & Sagripanti,
2008). Além de danos diretos a radiacdo UV pode desencadear uma série de
reacoes de transferéncia de elétrons, produzindo-se diferentes espécies reativas
de oxigénio (EROs) na agua e ou no ambiente intracelular das bactérias e cistos.
As EROs séo oxidantes muito ativos, especialmente o oxidante reativo OH"
(Fujishima et al., 2000). As EROs podem nao apenas destruir uma grande
variedade de contaminantes quimicos na agua durante a SODIS, mas também
causar danos fatais a microrganismos (Blake et al., 1999). O efeito intracelular
das EROs associado a um aumento da temperatura da 4gua acelera o processo
de inativacao de microrganismos (Castro-Alférez et al., 2016; Castro-Alférez et al.,
2017).

A recirculacdo da agua pelo sistema durante o processo de tratamento
permite que se consiga incrementar a temperatura para o nivel térmico que
favoreca a aceleracao de inativacdo de microrganismos pelo efeito sinérgico da
UV e calor solares (25°C a 50°C) (Castro-Alférez et al., 2016; Castro-Alférez et al.,
2017) mesmo nos dias e ou horas do dia onde a insolacéo € baixa, como em dias
parcialmente nublados ou no inicio da manhd e nas horas préximas ao
crepusculo. Esta € uma das vantagens deste sistema quando comparado ao
disco solar automatizado para desinfeccdo da agua por pasteurizacéo
aperfeicoado por Domingos e sua equipe (2018) cujo horario de funcionamento
seguro é entre 10h e 15h, onde uma temperatura de 60°C pode ser alcancada.

E importante destacar que a implementacdo do tratamento Calor coincidiu
com dias relativamente mais quentes que o dia em que se implementou o
tratamento Calor+UV/50UNT, isto pode explicar a aparente maior reducédo média
de UFC no tratamento Calor, pois temperaturas do ar mais baixas favorecem um

rapida perda de calor pela superficie exterior do absorvedor para o ambiente
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(Imadojemu, 1995; Avallone et al., 2014), principalmente quando este nao se
encontra separado do ambiente por um vacuo termo isolante, que se pode criar
através da colocacao de um tubo de vidro (de alta transmitancia ao espectro
infravermelho e visivel) concéntrico e de diametro maior que o tubo preto
(Rashid, 2018; Waghmare & Gulhane, 2018; Ghodbane et al., 2019; Norouzi et
al. 2020). Isto em parte explica os resultados do pOs-teste de Tukey
apresentados na tabela 12, onde uma diferenca estatisticamente insignificativa
entre o controle e a abordagem envolve 45°C foi obtida apenas no tratamento
Calor+UV/50UNT.

Quando se empregou o tratamento Calor—UV a inativagdo de todas
bactérias foi obtida pela ac¢édo sinérgica da UV e a temperatura de até 55°C,
entretanto, nos restantes tratamentos a inativacdo de todas as espécies
bacterianas testadas observou-se quando a temperatura de até 60°C foi
envolvida (Tabela 10).

Os cistos de A. castellanii se mostraram mais resistentes que as bactérias.

A inativacao efetiva dos cistos foi alcancada apenas pelo efeito de UVA e
UVB, aquecendo-se a agua no minimo até 60°C. Quando a agua de baixa
turbidez (1UNT) foi testada, a inativagéo efetiva de cistos foi observada mesmo
quando as amostras foram coletadas imediatamente apds atingir 60°C no fundo
do tanque de aguecimento. Para que se alcancasse uma inativacao efetiva de
cistos de A. castellanii na 4gua com alta turbidez (50 UNT) foi necessario que no
minimo a agua continuasse fluindo pelo irradiador de UV durante pelo menos
mais 10 minutos depois que esta atingiu 60°C.

Quando foi usado o efeito isolado do calor, a inativacdo de cistos de A.
castellanii, foi alcancada a partir de uma temperatura de 60°C como um tempo
de exposicdo minimo de 10 minutos.

Na literatura sdo descritos varios sistemas de tratamento em batelada e
alguns em fluxo continuo, com distintas configuracfes baseados em SOPAS,
tratando agua em temperaturas que variam de 55°C a 87°C (Carielo et al. 2016;
Bigoni et al, 2014; Reyneke et al., 2018, Domingos et al., 2018). Por exemplo
Bigoni e sua equipe (2014) testaram um pasteurizador baseado em um
concentrador cilindrico parabolico com um absorvedor colocado no foco, no qual
a inativacéo de E. coli foi alcancada a 87°C, produzindo-se no maximo 66 litros

e agua em dias ensolarados. Carielo e sua equipe (2016), utilizaram um sistema
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baseado em um trocador plano de calor, alcangcando uma producdo maxima de
30 litros de agua por dia em dias ensolarados. Reyneke e sua equipe (2018)
testaram um sistema de pasteurizacdo de agua de chuva armazenada em
tanques, baseado em um trocador plano de calor, e estimaram que cerca de
12,81 kg/h™* de agua pasteurizada era produzida na temperatura entre 53°C a
58°C, enquanto que cerca de 16,25 kg/h™ de agua pasteurizada poderia ser
produzida se fosse considerada temperatura de 66°C. Domingos e sua equipe
(2018) testaram um disco solar parabdlico automatizado para desinfeccédo da
agua por pasteurizacao de agua em fluxo continuo, adaptado a partir do prototipo
patenteado por Cruz e Bomant (2013). A agua atingiu uma temperatura média
entre 58°C e 65°C em dias com radiacéo solar média de 150 W m2. A inativacdo
efetiva de E. coli foi alcancada a 60°C, com uma vazéo de 63 litros por hora,
permanecendo estavel entre 10h e 15h.

Mbonimpa e sua equipe (2012) construiram um protétipo de sistema para
desinfeccdo por UVB solar de agua em fluxo continuo, no qual uma reducéo
significativa para E. coli foi obtida, mediante uma exposicéo por 54,5 minutos.
Gill & Price (2010) implementaram um sistema de desinfeccao solar de agua em
fluxo continuo, baseado essencialmente em UV, funcionando num limiar minimo
de 25 W/m?, por pelo menos 8 horas por dia, a uma vazéo de 10,4 litros/minuto
e um tempo de residéncia médio de 20 minutos. Neste sistema a inativacdo de
coliformes foi obtida.

O sistema de fluxo continuo projetado e construido neste trabalho € o
primeiro a utilizar a sinergia da radiagdo UVA, UVB e calor solares em um
processo de SODIS. O sistema provou ser capaz de inativar bactérias e formas
de resisténcia de microrganismos recalcitrantes como sdo o0s cistos de A.
castellanii nas condi¢des reais de tratamento. O sistema pode funcionar durante
todo o periodo ensolarado do dia, tratando cada vez maiores volumes de agua
em menos tempo, na medida que a insolacédo do dia aumenta, e vice-versa.

Nas dimensdes do sistema testado neste trabalho foi alcangcada uma
produtividade média de 40 litros por hora, tendo como alvo os cistos de
Acanthamoeba castellanii. Uma produc¢éo média de 360 litros de agua por dia foi
alcancada em dias ensolarados funcionando das 08h e 30min as 16h e 30min.

O reaproveitamento do calor da agua tratada para pré-aquecer a agua bruta
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podera diminuir o tempo de permanéncia da agua no sistema e
consequentemente aumentar o volume de 4gua tratada por hora.

As melhorias no sistema como a otimizagdo do tamanho do aquecedor,
para nao tornar necessaria a recirculacdo da agua, a utilizacdo de espelhos e
absorvedores de maior rendimento, bem como reatores de quartzo de alta
pureza, e a automacédo do rastreamento solar em dois eixos incrementard em
grande medida a eficacia e a quantidade de 4gua tratada por dia, nas condi¢cdes

similares as testadas.
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7. CONCLUSAO

O protétipo de um sistema de desinfeccao solar de agua em fluxo continuo
que utilize o efeito sinérgico da radiacao térmica e UV, foi desenvolvido com

SUcCesso0.

Até onde se sabe a partir da literatura e da base patentearia, este é o
primeiro sistema desenvolvido que utiliza o efeito sinérgico da radiacao térmica

e UV solares, na desinfeccdo de agua em fluxo continuo.

O sistema foi capaz de inativar efetivamente os cistos de Acanthamoeba
castellanii, bem como células de Escherichia coli, Salmonella Typhimurium,
Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa, nas condi¢des naturais de
insolacéo e temperatura. A inativacao de cistos de A. castellanii na agua foi
alcancada ao submeté-los ao efeito sinérgico da UVA e UVB e uma
temperatura de 60°C durante 10 minutos. A inativagéo de E. coli, S.
Typhimurium, E. faecalis e P. aeruginosa na agua foi obtida, quando a agua
pré-aquecida até 55°C, foi feita passar uma unica vez pelo irradiador onde
recebeu UVA e UVB.

Tendo como alvo os cistos de A. castellanii, o sistema em escala
experimental desenvolvido nesta pesquisa processa 1 litro de 4gua em cada 90
segundos, mantendo-se estavel das 08h e 30min as 16h e 30min, em dias

ensolarados.

O sistema ¢€ eficaz e tem potencial para ser aplicado como uma alternativa

para o suprimento publico de 4gua potavel em larga escala.

7.1. Perspectivas
Construir unidades do sistema de desinfec¢do solar de agua em fluxo
continuo em tamanho real, usando materiais de alto rendimento Optico e, que

seja capaz de rastrear de forma autbnoma a radiacdo solar em dois eixos.

Testar o sistema para a degradacgéo de residuos de farmacos na agua, e

para inativacéo de virus.
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Instalar uma estacdo piloto de tratamento solar de agua em uma
comunidade desprovida de um sistema convencional de abastecimento de agua

potavel.
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APENDICE A

Equagbes usadas para o calculo das dimensdes dos concentradores cilindrico
parabdlicos

a-m-R

A=—0s (eq. A1)
Sendo,
A=125m
a=70°
125 =" R =1,0231m (raio)

180°

C= 2-R-sen(al2) (eq. A2)
Sendo,
R=1,0231m
a=70°
C= 2.1,0231. sen (70°/2)
C =1,17 m (abertura da parébola)

F=R- (R cos a) (eq. A3)
Sendo,
R=1,0231m
a=70°

F=1,0231 - (1,0231: cos 70°/2)
F =0,1931 m (altura da parabola)

Legenda
< C >
- c =l= c > C —Corda
/ A\ ¢ — semi-corda

! : F — flecha
/ | \ R — Raio

T A - Arco
a — Semi-angulo
a a R

Figura A: Raio, corda, flecha e angulo de um arco de circulo
Fonte: adaptado de Caldnazza, 2016; Kandlikar e Vij (1978).
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APENDICE B

Apéndice B:1 Efeito da exposicdo aos UVC na viabilidade de cistos de
Acanthamoeba castellanii.

Alvo Tratamento Tempo de exposicéo Resultado
(minutes)

5 Resistente

10 Resistente

15 Resistente

25 Resistente

Cistos de A. castellanii uve 30 Resistente

(490 mW/m?) .

45 Resistente

60 Resistente

90 Resistente

120 Resistente

Apéndice B2: Efeito da exposicdo ao calor na viabilidade de cistos de
Acanthamoeba castellanii.

Alvo Tratamento Tempo de exposicdo Resultado
(minutes)

5 Resistente

Cistos de A. castellanii 60°C 10 R95|5tefﬂe

15 Susceptivel

20 Susceptivel

Apéndice B3: Efeito sinérgico do UVC e do calor na viabilidade de cistos de
Acanthamoeba castellanii

Alvo Tratamento Tempo de exposicdo Resultado
(minutes)

609C + UVC 5 Susceptivel

Cistos de A. castellanii 10 Susceptivel

490 mW/m?
( ) 15 Susceptivel

20 Susceptivel
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Apéndice C1: Matriz de calculos de estimacédo da radiacdo UV no interior dos

reatores 1 e 2.

Data luvo  *Asc * Rcp = *Tr [ luviou2
06/02/19 225 1012.5 756.3375 94.54219 80.6
07/03/19 175 787.5 588.2625 73.53281 62.7
26/03/19 150 675 504.225 63.02813 53.7
14/03/19 200 900 672.3 84.0375 71.6
29/01/19 150 675 504.225 63.02813 53.7
31/01/19 275 1237.5 924.4125 115.5516 98.5
01/02/19 250 1125 840.375 105.0469 89.6
19/02/19 150 675 504.225 63.02813 53.7
26/03/19 200 900 672.3 84.0375 71.6

Os valores sdo expressos em mW/m?

Apéndice C2: Matriz de célculos de estimacao da radiacdo UV no interior do

reator 3.
Data luvp Asc *Rcp *Rcs *Tr + luvriou2 luvra
06/02/19 225 10125 756.3375 564.9841 481.649 80.59721 562.2
07/03/19 175 787.5 588.2625 439.4321 374.6159 62.68672 437.3
26/03/19 150 675 504.225 376.6561 321.0993 53.73148 374.8
14/03/19 200 900 672.3 502.2081 428.1324 71.64197 499.8
29/01/19 150 675 504.225 376.6561 321.0993 5373148 374.8
31/01/19 275 1237.5 924.4125 690.5361 588.6821 9850771 687.2
01/02/19 250 1125 840.375 627.7601 535.1655 8955246 624.7
19/02/19 150 675 504.225 376.6561 321.0993 5373148 374.8
26/03/19 200 900 672.3 502.2081 428.1324 71.64197 499.8

Os valores sdo expressos em mW/m?



