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Resumo

MEDEIROS, R. C. (2013). Avaliagdo da remocéo de Giardia spp. e Cryptosporidium
spp. em processos de tratamento de esgoto sanitario. 300p. Tese (Doutorado) —

Escola de Engenharia de S&o Carlos. Universidade de Sdo Paulo. Séo Carlos - SP.

Este trabalho teve o intuito de avaliar a eficiéncia de remocdo de protozoarios
patogénicos - Giardia spp. e Cryptosporidium spp. - em processos de tratamento de
esgoto sanitario por reator UASB, lodos ativados, filtro lento em areia e diferentes
desinfetantes. A recuperacdo de cistos de Giardia e de oocistos de Cryptosporidium,
realizada por diferentes metodologias e utilizando ColorSeed®, foi de, respectivamente,
85 e 20% em esgoto bruto, e 62,5 e 17,5% em efluente tratado, quando foi utilizado o
método de tripla centrifugacdo. Cistos de Giardia foram encontrados em 100% as
amostras de esgoto pesquisadas, com média de 1,5 x 10* cistos por litro e oocistos de
Cryptosporidium em 31,4% com média 3,1 x 102 oocistos por litro, em esgoto bruto. No
tratamento bioldgico por reator UASB seguido de Lodos Ativados, a remocéo de cisto
de Giardia e esporos de Clostridium perfringens foram estatisticamente menores que as
remocdes de E. coli e coliformes totais. Ndo foram encontrados (oo)cistos apds o
tratamento terciario realizado através da filtracdo lenta em areia. Houve remocao
estatisticamente maior na ETE em escala plena para coliformes totais e Clostridium
perfringens. E. coli e cistos de Giardia, em ambas ETESs, apresentaram remocdes
similares. Elevadas concentracGes de (oo)cistos foram encontradas no lodo de esgoto,
com grande porcentagem ainda viavel. Com relagdo a desinfeccdo, entre as bactérias
indicadoras, Clostridium perfringens foram mais resistentes ao cloro, 0zonio e radiacao
ultravioleta. O efeito sinérgico, promovido pelas desinfeccBes sequenciais (cloro-
radiacdo ultravioleta e ozoénio-radiacdo ultravioleta), foi evidenciado em alguns
experimentos para todas as bactérias estudadas. O cloro alterou a fluorescéncia dos
cistos de Giardia e 0 0zonio, além de alterar a fluorescéncia, foi capaz de diminuir a
concentragcdo de cistos desse microrganismo. Pode-se concluir que as concentragoes
tanto de microrganismos indicadores como de protozoarios patogénicos € bastante
elevada, qualquer que seja o tipo de esgoto: bruto, efluente do reator UASB ou efluente
do lodos ativados. Isso evidencia o extremo cuidado com que estes efluentes devem ser
tratados, para posteriores usos ou langamento em corpo receptor, em especial devido a

presenca de (oo)cistos ainda viaveis de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. mesmo



apos o tratamento bioldgico por lodos ativados, e a necessidade de desinfeccdo do

efluente.

Palavras-chave: tratamento de esgoto sanitario, Giardia spp., Cryptosporidium spp.,
reator UASB, Lodos Ativados, filtro lento em areia, Desinfeccdo sequencial,

microrganismos indicadores.



Abstract

MEDEIROS, R. C. (2013). Assessment of removal of Giardia spp. and
Cryptosporidium spp. from wastewater treatment processes. 300p. Thesis

(Doctorate) — Sao Carlos Engineering School. Sdo Paulo University. Sdo Carlos — SP.

This work aimed to evaluate the efficiency of removal of pathogenic protozoa - Giardia
spp. and Cryptosporidium spp. - during wastewater treatment by UASB reactor ,
activated sludge , slow sand filter and different disinfectants. The recovery of Giardia
cysts and of Cryptosporidium oocysts, performed by different methodologies and using
ColorSeed®, was respectively of 85 and 20%, in raw wastewater and 62.5 and 17.5% in
treated effluent, applying triple centrifugation method. Giardia cysts were found in
100% of the the sewage samples surveyed, with average of 1.5 x 10* cysts per liter and
Cryptosporidium oocysts were found in 31.4% with average of 3.1 x 102 oocysts per
liter, in raw wastewater. Giardia cyst and Clostridium perfringens spores removals were
statistically lower than E. coli and total coliforms removal when applying the biological
treatment by UASB reactor followed by Activated Sludge. There were no (00) cysts
after treatment tertiary accomplished by slow sand filtration. There was a statistically
higher removal in the full scale WWTP for total coliforms and Clostridium perfringens;
however, E. coli and Giardia cysts, in both WWTPs, presented the same removal
efficiency. High concentrations of (oo)cysts were found in the sludge sludge, with a
high percentage still viable. Regarding disinfection, among the indicating bacteria,
Clostridium perfringens was more resistant to chlorine, ozone and ultraviolet radiation.
The synergic effect promoted by sequential disinfections (chlorine-ultraviolet radiation
and ozone-ultraviolet radiation) was evidenced in some experiments for all the bacteria
studied. Chlorine altered the fluorescence of Giardia cysts and ozone, as well as change
in fluorescence was able to decrease the concentration of this microorganism. It can be
concluded that the concentrations of indicator microorganisms as well as of pathogenic
protozoa is very high, regardless the kind of wastewater: raw, UASB reactor effluent or
activated sludge effluent. This shows the extreme care that must be taken towards these
effluents, for future reuse or simply release in the environment, mainly due to the
presence of viable Giardia spp. and Cryptosporidium spp. (oo)cysts even after the

activated sludge treatment, and the need of disinfection of the effluent.



Key Words: wastewater treatment, Giardia spp., Cryptosporidium spp., UASB reactor,

activated sludge, slow sand filtration, sequential disinfection, indicator microorganisms.
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37

Introducdo

O crescimento populacional tem levado ao aumento do consumo de agua
domeéstico, industrial e comercial, os quais pressionam o setor de abastecimento de agua
— na questdo de qualidade e quantidade de agua a ser ofertada. Outro ponto que deve ser
destacado € o retso indireto da agua para abastecimento publico, onde a mesma fonte de
agua para captacdo serve de receptora de efluentes domeésticos e industriais. Com estes
efluentes, dependo da carga organica, a autodepuracao pode ser insuficiente, piorando a
qualidade da &gua e apresentando maiores riscos para a salde da populagdo a jusante.

O Sistema Nacional de Informac6es sobre Saneamento (SNIS, 2012) relatou
que, em 2010, 46,2 % da populacéo brasileira possuia rede de coleta de esgoto sanitario
e apenas 37,9 % do volume gerado de esgoto era tratado. Ao mesmo tempo, pesquisa do
IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) revelou que mais de 34 milhGes de
pessoas - 18% da populacdo brasileira - estavam expostas a contrair inimeras doencas
advindas do contato direto e indireto com esgoto sanitario (IBGE, 2011).

Como ha inumeras doencas que podem ser veiculadas pela agua, o tratamento de
esgoto sanitario possui papel essencial na remocdo e inativacdo de microrganismos
patogénicos, no intuito de que seu efluente ndo comprometa os multiplos usos do corpo
d’agua receptor.

Muito tem se pesquisado quanto ao tratamento de 4gua visando ao
abastecimento publico, mas ainda sdo escassos 0s dados disponiveis sobre a remocéo e
inativacdo de protozodarios por meio de tratamento de esgoto (CARDOSO et al., 2003;
CARRARO et al., 2000; CHENG et al., 2009; HELLER et al., 2004; ROBERTSON et
al., 2000; ROSE et al., 1996; SANTOS et al., 2004; WEN at al., 2009).

A frequéncia de deteccdo de Giardia e Cryptosporidium na agua filtrada esta
relacionada a concentragdo de cistos e oocistos na agua bruta de mananciais
(BETANCOURT; ROSE, 2004; LECHEVALIER; NORTON, 1995). Por conseguinte,
um eficiente processo de tratamento de esgoto, com alta eficiéncia na remocao e
inativacdo de microrganismos, diminui o aporte de patdgenos aos mananciais.
(CASTRO-HERMIDA et al., 2008; EDZWALD; KELLEY, 1998).
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E necessario ainda um melhor entendimento dos mecanismos pelos quais 0s
processos de tratamento controlam o0s patdgenos presentes na agua e esgoto
(BETANCOURT; ROSE, 2004; WHO, 2006). E isso s6 pode ocorrer via integracdo de
estudos que contemplem as fontes de abastecimento de &gua, o transporte e
sobrevivéncia de parasitas na agua, a influéncia de fatores ambientais e a habilidade de
0s sistemas de tratamento de agua e esgoto em reduzirem os riscos de doencas de
veiculagdo hidrica (CASTRO-HERMIDA et al., 2008; FERGUSON et al., 2003;
LONIGRO et al., 2006).

A questdo do reuso de aguas residuarias € muito promissora e em diversos
paises, onde a &gua ja esta escassa, ela se faz necessaria. Neste contexto, a presente
pesquisa visou a investigar a remocdo em reatores UASB, sistema de lodos ativados,
filtro lento em areia e a acdo de diferentes desinfetantes em cistos de Giardia e em
oocistos de Cryptosporidium, a fim de expor os riscos e, principalmente, os desafios
para futuros reusos.

Com o intuito de se ter uma melhor compreensdo desta tese, em vista de sua
abrangéncia, houve a divisdo em nove capitulos principais:

o Capitulo 1: Estado da Arte: Giardia e Cryptosporidium - experiéncias e
desafios no Brasil.

o Capitulo 2: Métodos de recuperacao de cistos de Giardia e oocistos de
Cryptosporidium em esgoto sanitario.

o Capitulo 3: Remogé&o de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium
em ETE - piloto.

o Capitulo 4: Quantificacdo e Awvaliacdo da viabilidade de cistos de
Giardia e oocistos de Cryptosporidium em lodo de ETEs.

o Capitulo 5: Remogé&o de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium
em ETE em escala plena.

o Capitulo 6: Pos-tratamento de efluente secundario por desinfeccdo -
ensaios individuais e sequenciais em batelada.

o Capitulo 7: Desinfeccdo Sequencial em ETE em escala plena - Estudo de
caso da ETE Monjolinho.

o Capitulo 8: Concluséo.

o Capitulo 9: Sugestdes.
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Objetivos

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de processos de tratamento de

esgoto na remogdo de protozoarios patogénicos: Giardia spp. e Cryptosporidium spp..

Como objetivos especificos, sdo destacados 0s seguintes:

©)

Testar métodos para recuperacdo de cistos de Giardia e oocistos de
Cryptosporidium em esgoto sanitario bruto e tratado;

Avaliar a remocao e a viabilidade dos cistos de Giardia spp. e de oocistos de
Cryptosporidium spp. em processos de tratamento de esgoto - UASB,
sistema de lodos ativados e filtracdo lenta em areia, em ETE - piloto.

Avaliar a remocao e a viabilidade dos cistos de Giardia spp. e de oocistos de
Cryptosporidium spp. em processos de tratamento de esgoto - UASB,
sistema de lodos ativados, em ETE - escala plena.

Avaliar a remocdo de microrganismos indicadores — coliformes totais,
Escherichia coli e Clostridium perfringens - em processos de tratamento de
esgoto, em ETE - piloto e em escala plena, em busca de associacdo a
remocao de protozoarios patogénicos.

Avaliar diferenca de remogdo de microrganismos em sistema de lodos
ativados a partir da mudanca do tempo de residéncia celular.

Avaliar diferenca de remoc¢do de microrganismos em filtro lento em areia
operado com diferentes taxas de filtracdo e carga organica aplicada.
Verificar a concentracéo e viabilidade de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. em lodo de ETEs;

Avaliar a acdo dos desinfetantes - cloro, 0zénio e radiacdo ultravioleta - em
ensaios individuais e sequenciais em esgoto tratado, na inativacdo de
protozoarios patogénicos e microrganismos indicadores, no intuito de
encontrar efeitos sinérgicos.

Avaliar a ocorréncia de efeitos sinérgicos de uma unidade de desinfeccdo

sequencial - cloro seguido de radiacdo ultravioleta - em ETE de escala plena.
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Capitulo 1

Estado da Arte: Giardia e

Cryptosporidium - experiéncias e

desafios no Brasil

O intuito deste capitulo foi constatar em pesquisas - teses e dissertacdes - 0s
resultados e principalmente os desafios no estudo dos protozoarios patogénicos -
Giardia spp. e Cryptosporidium spp. — no pais, a partir de levantamento bibliografico de
casos de prevaléncia na populacdo humana e em animais, concentragdes encontradas em

agua, esgoto sanitario, alimentos contaminados, entre outros temas.



1.1 - INTRODUCAO

Alguns dos mais
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importantes agentes patogénicos presentes em agua

contaminada - tanto em relacdo ao nimero de casos ja relatados na literatura, quanto em

preocupacdo no contexto de concentracdo excretada e respectiva dose infectante -

podem ser visualizados na tabela 1.1.

Tabela 1.1 — Alguns dos principais agentes etioldgicos de doengas de veiculacao hidrica.

Concentracao Dose
Agente Doenca Excretada (por grama  Infectante (n°
de fezes) de organismos)
Salmonella typhi'” Febre Tifoide 10° 10° - 10°
Shigella spp.) Disenteria Bacilar 10° 10 — 100
Vibrio cholerae® Célera 10° 10°
Enterovirus® Gastroenterite 10° <100
Virus da Hepatite A® Gastroenterite 10° <100
Giardia lamblia® Giardiase 10° <10
Cryptosporidium sp® Criptosporidiose 10° <10
Entamoeba histolytica® Amebfase 10° -10° <100
Ascaris lumbricoides Ascaridiase 10 - 10* <10
Ancylostoma duodenale® Ancilostomose 10 - 100 <10
Taenia® Teniase 10° <10

Fonte: BASTOS et al., 2003; HELLER; PADUA, 2006; USEPA, 1999; WEF, 1996; WHO,
2006. (retirada de MEDEIROS, 2010).

DBactéria; @Virus; ®Protozoario; “Helminto.

Entre os microrganismos relatados, Giardia e Cryptosporidium merecem

destaque pois séo excretados em alta concentracdo, possuem baixa dose infectante e séo

resistentes a processos de desinfec¢cdo comumente utilizados para tratamento de agua e
de efluentes (HELLER; PADUA, 2006).

Esses dois protozoarios ja foram diagnosticados até mesmo em material

arqueologico no Brasil, sendo o primeiro relato de G. duodenalis e Cryptosporidium em

amostras de origem humana e animal (VILLARROEL, 2013). A mesma autora sugere a
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circulacdo zoonotica de Giardia no passado, ao verificar a sua presenca em amostras de
origem humana e animal no mesmo sitio arqueologico.

A Giardiase e a Criptosporidiose foram incluidas no "Neglected Diseases
Initiative” (Iniciativa em Doencas Negligenciadas) em 2005 pela Organizacdo Mundial
de Saude. Sao doencas que juntas com outras causadas por bactérias, virus e parasitas,
tém em comum a ligagcdo com a pobreza. Ambos agentes possuem como principais rotas
de transmissdo do tipo fecal — oral e podem ser: pessoa-pessoa por contato direto ou
indireto; animal-animal; animal-homem; &gua contaminada; comida contaminada
(FAYER et al., 2000; LIM et al., 2007, PLUTZER et al., 2010).

Giardia lamblia (sin6bnimos: G. duodenalis e G. intestinalis) € um protozoario
flagelado, descoberto por Antonie van Leeuwenhoek em 1681. Apresenta-se em duas
formas: trofozoito e cisto. A primeira € a forma ativa, na qual ele se alimenta e se
reproduz. O cisto é uma forma de resisténcia ou inativa, tem formato oval com
aproximadamente de 8 a 12 um de comprimento, por 7 a 10 um de largura ¢ uma
“parede” de 0,3 a 0,5 um de espessura, possuindo dois ou quatro nucleos (ADAM,
2001; SAGAYAR, 1997; USEPA, 2005).

A figura 1.1 ilustra o ciclo de vida da Giardia spp. no hospedeiro humano.
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Contaminacao de agua, no meio ambiente

alimentos, maos e fomites com
cistos infectantes
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§ /I \ ¥ AN - |
: - I Encistamento; intestino grosso
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Reproducéo assexuada de
trofozoitos; intestino delgado

Desencistamento: estomago e
intestino delgado

Figura 1.1 - Ciclo da Giardia spp. no homem (Centers for Disease Control and Prevention,

adaptado por Bastos et al., 2003).
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A Giardia spp. € ingerida na agua e em alimentos contaminados na forma
encistada, pois ndo sobreviveria no ambiente externo ao hospedeiro no estagio
vegetativo (trofozoito). Apos ingestdo do cisto, ocorre o desencistamento e posterior
liberacdo do trofozoito no estdbmago, com o favorecimento do ambiente acido. No
intestino delgado, ha a reproducéo do trofozoito por fissdo binaria. E quando exposto a
bile, o trofozoito se encista no intestino grosso, sendo depois eliminado com as fezes.
(ADAM, 2001; BASTOS et al., 2003; PLUTZER et al., 2010).

A persisténcia no ambiente aquatico, resisténcia a desinfeccdo por cloro e
infectividade séo caracteristicas que fazem da Giardia spp. um patdgeno de alto risco
para a saude publica (MEDEMA,; SCHIJVEN, 2001; SAGAYAR, 1997).As espécies de
Giardia infectam uma diversidade de hospedeiros, desde mamiferos, até aves e anfibios
(FENG; XIAO, 2011). Atualmente, sdo aceitas seis espécies pela maioria dos

pesquisadores, como pode ser visualizado na tabela 1.2.

Tabela 1.2 - Espécies de Giardia.e principais hospedeiros.

Espécies Genotipo  Principais Hospedeiros

A Humanos, primatas ndo humanos, ruminantes,
suinos, equinos, canideos silvestres e

domésticos, felideos, roedores e outros

mamiferos.
B Humanos, primatas ndo humanos, bovinos,
G. duodenalis cées, equinos e outros mamiferos.
C,D Canideos domeésticos e silvestres
E Ruminantes domésticos e porcos
F Felinos
G Ratos
H Focas
G. agilis Anfibios
G. ardeae Aves
G. microti Roedores
G. muris Roedores
G. psittaci Aves

Fonte: Adaptado de Feng e Xiao (2011), Plutzer et al. (2010) e Villarroel (2013).
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A espécie G. duodenalis apresenta diferentes gendtipos: A, B, C, D, E, F, G e H,
sendo considerada um complexo multiespécies. Dessa forma, € uma espécie com
potencial de infeccdo de humanos e ndo humanos e de grande significancia para a Sadde
Publica, devido ao carater zoonético (FENG; XIAO, 2011).

O género Cryptosporidium foi descoberto pelo parasitologista Ernest Edward
Tyzzer em 1907 (TZIPORI, WIDMER, 2008). A maioria dos oocistos possui forma
esférica - oval, medindo de 4 a 6 um de didmetro. Esta é a forma pela qual ocorre a
transmissdo da doenca, de um hospedeiro infectado para um susceptivel. Sdo parasitas
obrigatdrios que infectam o trato intestinal de humanos e animais.

O ciclo de vida do Cryptosporidium spp. pode ser visualizado na figura 1.2.
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Figura 1.2 - Ciclo biol6gico do Cryptosporidium spp. (Centers for Disease Control and

Prevention, adaptado por Bastos et al., 2003).

Os oocistos ingeridos liberam esporozoitos no intestino delgado, os quais
penetram nas células epiteliais e se transformam em trofozoitos. Apds os ciclos

assexuado e sexuado de reproducéo, sdo formados dois tipos de oocistos: um de parede
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espessa (80%) que é liberado no ambiente junto com as fezes; e outro de parede mais
fina (20%) que talvez seja o responsavel por casos de auto-infeccdo (BASTOS et al.,
2003; HUNTER; THOMPSON, 2005; SANTQOS, 2007).

Com o avanc¢o da AIDS, foi reconhecido como agente causador de diarréia em
individuos com sistema imunoldgico comprometido como, por exemplo, pacientes HIV
positivos, pacientes de quimioterapia, transplantados (CAREY et al., 2004). Este
microrganismo ganhou destaque na saude publica apos o surto de Milwaukee (USA),
onde infectou mais de 400 mil pessoas (MACKENZIE et al., 1994).

Sdo reconhecidas 30 espécies de Cryptosporidium, as quais foram confirmadas
por dados moleculares, morfolégicos e bioldgicos (SLAPETA, 2013), como pode ser
visualizado na tabela 1.3.

Slapeta (2013) relata que as espécies: C. hominis e C. pestis como as de maior
significado a salde publica; as espécies - C. cuniculus, C. meleagridis, C. viatorum e C.
felis de médio significado; e as espécies: C. parvum, C. canis, C. suis, C. ubiquitum, C.
scrofarum, C. muris e C. andersoni de pouco significado para a sdude publica.

Tabela 1.3 - Espécies de Cryptosporidium e seus hospedeiros principais.

Espécies Principais Hospedeiros
C. muris Roedores

C. parvum Gado, animais domésticos, homem.
C. melegridis Aves

C. wrairi Porcos da Guiné

C. agni Ovelha

C. bovis Gado

C. cuniculus Coelho

C. felis Gatos

C. serpentis Reépteis

C. nasoris Peixes

C. baileyi Aves domésticas

C. varanii Lagartos

C. cichlidis Peixes

C. reichenbachklinkei Peixes

C. galli Aves

C. andersoni Gado
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C. canis Cées

C. hominis Homem

C. molnari Peixes

C. suis Porcos

C. scophthalmi Peixes

C. pestis Gado, homem e outros mamiferos
C. fayeri Marsupiais

C. ryanae Gado

C. fragile Anfibios

C. macropodum Marsupiais

C. ducismarci Tartarugas

C. ubiquitum Mamiferos, incluindo o homem
C. viatorum Homem

C. scrofarum Porcos domesticos e javalis

Fonte: Slapeta (2013).

Essas duas doencas tém em comum o fato de serem, no Brasil,
subdiagnosticadas e ndo possuem notificacdo obrigatoria pelo sistema de salde.
Consequentemente, as prevaléncias na populacao sdo dificeis de determinar; no entanto,
a contribuicdo por pessoas infectadas pode ser avaliada a partir de concentracdes de
cistos e oocistos encontradas no esgoto sanitario.

Baldursson e Karanis (2011) relatam que entre os anos de 2004 e 2010, cento e
noventa e nove surtos por protozoarios patogénicos foram reportados pelo mundo;
60,3% e 35,2% foram causados por Cryptosporidium spp. e Giardia spp.,
respectivamente.

A partir dos relatos anteriores e a possibilidade de escassez hidrica qualitativa
e/ou quantitativa, cresce a pressao para o relso de esgoto, o que torna-se ainda mais
importante estudos da ocorréncia, remogdo e inativacdo de (oo)cistos durante o
tratamento de efluentes (ROBERTSON et al., 1999). Segundo lacovscki et al. (2004),
deve-se atentar também aos subprodutos desse tratamento, como o lodo de esgoto cuja
utilizacdo, principalmente na agricultura, vem crescendo em varios paises nas ultimas
décadas. No entanto, € uma pratica que precisa de cuidado devido a organismos

patogénicos que podem estar presentes.
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1.2 - METODOLOGIA

A coleta de dados foi realizada na Biblioteca Digital de Teses e Dissertagdes
(BDTD) a qual reune mais de 220 mil teses e dissertacdes de 97 instituicdes publicas e
privadas brasileiras, e datam desde 1903. O projeto da BDTD ¢é coordenado pelo
Instituto Brasileiro de Informagdo em Ciéncia e Tecnologia (IBICT), ligado ao
Ministério de Ciéncia e Tecnologia, que integra os sistemas de informacdo de teses e
dissertagdes existentes nas instituicbes de ensino e pesquisa brasileiras. Para isso, foram
inseridas as palavras "Giardia™ e "Cryptosporidium” na busca "simples” do banco de
dados, surgindo a lista de teses e dissertacdes utilizadas para esta revisao critica (BDTD,
2013).

1.3 - SINTESE DA REVISAO BIBLIOGRAFICA

Até o dia 12 de junho de 2013, como resposta da busca no banco de dados,
foram encontradas 105 teses e dissertacdes que abordavam o tema Giardia e 90 com o
tema Cryptosporidium (BDTD, 2013). Destes trabalhos, alguns estavam presentes na
BDTD, porém ndo disponiveis, pois seu conteudo estava liberado somente para a
comunidade da Universidade da qual o documento era proveniente, ou Se encontrava
retido por motivo de patente requerido pelos autores; sendo assim, descartados da
revisao bibliografica. Além disso, alguns trabalhos tratavam dos dois temas.

Dessa forma, foram avaliadas 122 teses e dissertacfes, desenvolvidas em 23
diferentes Instituicdes de Ensino Superior (IES), de quatro das cinco regides geograficas

do Brasil, como pode ser visto da figura 1.3.
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Figura 1.3: Distribuicdo de dissertacGes e teses sobre os temas Giardia e Cryptosporidium nas
regides geogréaficas do Brasil (BDTD, 2013).

Né&o foi encontrada, na base de dados pesquisada, nenhuma tese ou dissertacao
proveniente de IES localizada na regido Norte. Destaca-se, nestas condi¢des, uma ma
distribuicdo do conhecimento sobre os protozoarios patogénicos Giardia spp. e
Cryptosporidium spp., com acumulagdo de estudos na regido Sudeste, principalmente
nos estados de S&o Paulo e Minas Gerais.

Observou-se uma grande ligagdo entre o Estado da Instituicdo de Ensino e o
local onde a pesquisa foi realizada, com isso, apenas 16 Estados brasileiros e o Distrito
Federal, em todas as regibes do pais (figura 1.4), tiveram estudos sobre esses
protozoarios patogénicos, sendo concentrados nos estados: SP, MG, RS e RJ. Esses
resultados, a0 mesmo tempo em que mostram um horizonte muito curto de pesquisas
sobre o tema, também relatam inimeras abordagens de pesquisas a fim de suprir a
caréncia de estudos sobre Giardia spp. e Cryptosporidium spp., altamente relevantes

para a Saude Publica.
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Figura 1.4: Distribuicdo dos locais de estudo dos trabalhos sobre os temas Giardia e
Cryptosporidium nas regides geograficas do Brasil (BDTD, 2013).

Constatou-se uma diversidade de areas do conhecimento que d&do suporte para
pesquisas desses temas, como: area Médica, Parasitoldgica e Saude Publica, nos estudos
em humanos; Medicina Veterinaria, em estudos com animais; Engenharia Sanitéria, em
estudos com &gua e esgoto. Observou-se também que as areas do conhecimento nédo
ficaram restritas a determinados temas, 0 que se torna extremamente importante na
elucidacdo de casos, constatacdo de presenga ou auséncia de (0o)cistos nos mais
variados ambientes; com destaque para as areas parasitoldgica e epidemioldgica.

Para melhor elucidacdo dos dados obtidos nesta revisdao bibliogréfica, o
contetdo das pesquisas foi dividido em seis temas principais: homem; animais; agua e
tratamento de &gua; esgoto e tratamento de esgoto; alimentos; e outros, que serdo

discutidos separadamente.

1.3.1 - Seres Humanos

Foram separados 50 trabalhos que tiveram como objetivo o estudo da
prevaléncia de Giardia e/ou Cryptosporidium em amostras de fezes humanas, como
pode ser visualizado no quadro 1.1.

Por esses estudos, verifica-se que sdo muitos os trabalhos com criangas até 5
anos de idade. Elas servem, segundo Berne (2007), Dias (2007) e Santos (2008), como
indicadores de prevaléncia de enteroparasitoses, pois apresentam: baixa mobilidade,
retratando melhor a condi¢do higiénico-sanitaria do local onde habitam; comportamento
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ligado a fase oral; mais susceptiveis a giardiase e criptosporidiose devido a imaturidade
do sistema imunoldgico.

A presenca nas fezes de protozoarios comensais — ndo patogénicos — como
Entamoeba coli, Endolimax nana, Enteromonas hominis, em muitos trabalhos, indicam
a ocorréncia de contaminacdo de origem fecal humana, exibindo potencial de
transmissdo de doencas enteropatogénicas (FERREIRA, 2004; DIAS, 2005; MAIA,
2006; BERNE, 2007; MASCARINI, 2007; KRAUSE, 2009; BELLOTO, 2010;
CARVALHO, 2011).

A questdo da Educacdo Sanitaria, enaltecida por Pereira (2003), Ferreira (2004),
Souza (2005), Pereira (2010) e Carvalho (2011), é de extrema importancia, pois
segundo esses autores a falta de conhecimento sobre habitos de higiene favorece a
elevada taxa de prevaléncia de doencgas parasitarias.

Outro ponto importante ressaltado nos estudos € a dificuldade de comparagéo
em vista das diferentes metodologias empregadas para concentracdo e purificacdo das
amostras de fezes: Hoffman et al. (1984); Faust et al.(1939); Vasques et al.(1986);
ELISA (ensaio imunoenzimatico), Sheather (1923), PCR, Coprotest®, entre outros. A
coloracdo de (oo)cistos também foi realizada por inUmeras técnicas: lugol, safranina-
azul de metileno, Ziehl Neelsen, acido tricromético, hematoxilina férrica.

Ha a necessidade de estudo e padronizacdo de técnicas de biologia molecular
para elucidar os geno6tipos de (oo)cistos encontrados nas amostras, com a finalidade de
compreender a participacdo de diferentes espécies animais na contaminacdo do homem
e de outras amostras, como por exemplo, dgua de mananciais. (ALMEIDA, 2004;
DIAS, 2007; GONCALVES, 2007; SOUZA, 2007).
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Quadro 1.1 — Estudos de prevaléncia de enteroparasitas (geral) e de Giardia e Cryptosporidium em grupos populacionais de diferentes idades e de diferentes

localidades do Brasil.

Referencia A Local ~
Bibliografica Grupo Estudado Prevaléncia Estudo Observacdes
Criancas até 12 anos Geral (59,4%) Distribuicéo de episodios de diarréia durante o ano (diferenca
Lomazi (1990) (288 gmostras) Giardia (14,3%) SP estatistica): doencas bacterianas nos meses mais quentes;
Cryptosporidium (0,5%) Viroses nos meses mais frios.
0,
Criancas de 2 a 42 glear\?!:h(;z&/i)o/o) Ha multiplos fatores que, em conjunto, sdo responsaveis por
Franco (1996) meses (310_7 amostras) Cryptosporidium (5,5%) Sp potencializar a transmisséo. de agentes enteropatogénicos.
Funcionarios de Funcionarios: Presenca de protozodarios ndo patogénicos de origem fecal
creche (134 amostras) Geral (13,4%) humana.
Giardia (3,7%)
Ribeiro Junior | Populagdo em geral | Geral (56,7%) Sp Giardia mais prevalente na populagdo com idade até 15 anos.
amostras iardia (8% aior risco quando da ingestdo de agua néo filtrada.
(2002) (224 ) Giardia (8%) Maior ri dodai ao de & do filtrad
Populagio em geral | Geral (26,1%) Giardia foi mais freqiiente em crianca e adolescentes (até 15
Pereira (2003) (18|03 ar?mstras) g Giardia (’7 9%) SP anos de idade). Presenca de protozoarios ndo patogénicos de
o7 origem fecal humana.
. Populagdo em geral . o Técnicas de extracio de DNA e identificacdo de
Almeida (2004) (obtencéo de oocistos) Padronizago de tecnicas SP Cryptosporidium por PCR
Antunes (2004) Criancas de 3 a 6 anos | Geral (27,4%) MG Agua de consumo fora dos padrdes de potabilidade, mas no
(84 amostras) Giardia (2,4%) encontrou relacdo estatistica com a prevaléncia de parasitos.
. . Maior prevaléncia em escolares com moradia precaria.
. Criancas até 10 anos | Geral (11,5%) .- - . .
Ferreira (2004) A SP Presenca de protozoarios ndo patogénicos de origem fecal
(900 amostras) Giardia (5%) humana.
Oliveira (2004) Criancas até 7anos | Geral (37,2%) MG Em condigdes precarias, maiores casos de poliparasitismo.

(222 amostras)

Giardia (8,4%)

Creche/escola como importante mecanismo de transmissao.
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Quadro 1.1 (Continuagao) — Estudos de prevaléncia de enteroparasitas (geral) e de Giardia e Cryptosporidium em grupos populacionais de diferentes idades e

de diferentes localidades do Brasil.

Criangas até 14 anos

Geral (15,8%)

Mais casos de giardiase no verdo. Presenca de protozoarios
ndo patogénicos de origem fecal humana. Distancia da fonte

Dias (2005) (1140 amostras) Giardia (5%) RS de contaminacdo (esgoto a céu aberto), distdncia menor de
300 metros, risco 153 vezes maior de contaminagao
Criancas até 7 anos Geral:
0 :
(314 amostras). (37% das crlangas)_ Taxa de prevaléncia de protozoarios é inversamente
(25% das merendeiras) . < e L i
Professores (16 proporcional a faixa etaria do hospedeiro e ao grau de
Malta (2005) (6% das professoras) SP . < . g N -
amostras). Giardia instrugdo dos pais. Presenca de protozoarios ndo patogénicos
Merendeiras (12 . de origem fecal humana.
amostras) (23,9 % criancas)
' (17% das merendeiras)
. Criancas de 9 a 11 | Geral (49,6%) Presenca de protozoarios ndo patogénicos de origem fecal
Pereira (2005) anos (1233 amostras) | Giardia (13,1%) RS humana.
Sadovsky Criancas até 3 anos | Giardia (14,8%) ES Os protozoarios sdo o0 grupo de enteropatdgenos mais
(2005) (88 amostras) Cryptosporidium (11,4%) associados com poliparasitismo.
Geral (46%) Alta prevaléncia de Giardia em criancas com até 10 anos.
Souza (2005) Polucéo em geral (188 | Giardia (5%) RJ Dos casos positivos para enteroparasitos, 44% houve
amostras) Cryptosporidium nédo foi poliparasitismo. Localidade do estudo com baixo padrdo de
encontrado saneamento e higiene.
x Geral (49,2%) - 0 .
Branco (2006) Populacdo Geral (185 Giardia (5,9%) Sp Dos casos de Cryptosporidium, 53,3% eram criancas de 0 a
amostras) - 12 anos idade.
Cryptosporidium (8,1%)
Ident_lflcqgao de um .surto Faixa etiria de até 1 ano, maior incidéncia de doenga
« de Giardia em creche; e de . . . x
. Populagdo em geral diarréica aguda (27,1/1000 habitantes). Maior concentragdo
César (2006) um surto de SP . «
(408 amostras) L de casos dessas doencas nos bairros onde a populagdo
Cryptosporidium em

orfanato.

apresenta menor poder aquisitivo.
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Quadro 1.1 (Continuacdo) — Estudos de prevaléncia de enteroparasitas (geral) e de Giardia e Cryptosporidium em grupos populacionais de diferentes idades e

de diferentes localidades do Brasil.

Criancas até 10 anos

Geral (58,7%)

N&o encontrou relacdo entre criancas desnutridas e néo

Maia (2006) (451 amostras) Giardia (21,5%) AM desnutnplqs com a prgvglenua dg parasitoses. Presenca de
protozoarios ndo patogénicos de origem fecal humana.
Criancas infectas com Giardia lamblia estavam “protegidas”
Criancas em idade de apresentar hiper-reatividade brénquica — devido a uma
Silva (2006) escolar (1119 | Geral (40,3%) RS estimulagdo imunoldgica continua, seguidos de ativacdo de
amostras) moléculas anti-inflamatdrias, vindo a regular reacbes de
doengas alérgicas.
Pré-HAART:
Geral (63,9%); Giardia
Pacientes HIV (7,9%), Cryptosporidium Diferenca significativa de prevaléncia de parasitos nos
o (8,1%). pacientes prée-HAART e pés-HAART. O uso de anti-
Bachur (2007) | positivos (582 P6s-HAART CE . o d ~
amostras) 0s- . o retr(_)\flrfus parece repre_sentar ator de protegao contra a
Geral (24%); Giardia aquisicdo de enteroparasitas.
(1,0%), ndo encontrado
Cryptosporidium
. . Geral (64,2%) L « A .
Berne (2007) E:lréz;n;;r?]sosa;trzs)ﬁ anos | ~.. 4ia (30,3%) RS Eﬂﬁzgza de protozoarios ndo patogénicos de origem fecal
Cryptosporidium (2,4%) '
Geral (21,1%)
. Criancas até 10 anos | Giardia (6,1%) Associacdo significativa para uso doméstico de filtro para
Dias (2007) ~ : MG .
(51 amostras) Néo foi encontrado agua.
Cryptosporidium
L Pacientes HIV | ~._ . Baixa prevaléncia neste estudo devido a acéo de terapia anti-
Figueiredo o Giardia (1,0%) . ~ <
(2007) positivos (202 Cryptosporidium (1,9%) PE retroviral, bem como do trabalho de prevencdo e educacéo

amostras)

para a salde dos portadores de HIV.
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Quadro 1.1 (Continuagao) — Estudos de prevaléncia de enteroparasitas (geral) e de Giardia e Cryptosporidium em grupos populacionais de diferentes idades e

de diferentes localidades do Brasil.

Geral (27,8%)

Gongcalves Populacdo em geral | Giardia (1,0%) Sp Associacdo de Cryptosporidium com amostras de grupos de
(2007) (2410 amostras) Cryptosporidium (2,7%) pessoas imunocomprometidas.
1° periodo: Criangas:
Geral (50,4%)
Giardia(23,7%)
Cryptosporidim (15,6%)
Funcionarios: . A . . s
Geral (47,4%): Mal_o_res pre~valenC|as em criancas relacionadas a bz_;uxa (end_a
. SN . familiar, mdes com menos anos de estudo, possuir animais
Criancas em creches | Giardia (18,5%); . S !
- S domeésticos. Quanto aos funcionarios, 0s residentes na zona
Mascarini (1029 amostras) Cryptosporidium (44,4%) sp . o «
L o L ; i rural apresentaram maior prevaléncia em relacdo aos que
(2007) Funcionarios (114 | 2 periodo:  Criangas: -
) residiam na zona urbana.
amostras) Geral (34%); g . . .
N _ Presenca de protozoarios comensais, que funcionariam como
Giardia (21,4%); indicadores de baixas condi¢des socioeconémicas
Cryptosporidium (3,77%) ¢ '
Funcionarios:
Geral (39,2%);
Giardia (5%);
Cryptosporidium (45%)
Recuero (2007) Criangas até 12 anos Giardia (13,6%) RS Presenca de protozoarios ndo patogénicos de origem fecal
(22 amostras) humana.
Reis (2007) Criancas até 6 anos | Geral (93,3%) MG 50 amostras diarréicas e 10 ndo diarréicas. Saneamento
(60 amostras) Giardia (16%) precario e agua servida de ma qualidade.
Souza (2007) Populacdo em geral | Identificacédo molecular Sp Amostras de fezes humanas: Assemblage A (genotipo A ll) e

(37 amostras)

genotipica de Giardia

Assemblage B (genétipo B 1V).
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Quadro 1.1 (Continuacdo) — Estudos de prevaléncia de enteroparasitas (geral) e de Giardia e Cryptosporidium em grupos populacionais de diferentes idades e

de diferentes localidades do Brasil.

Populacdo geral (1 a

Geral (85%)

Giardia acometeu 43% dos adultos e 60% das criancas.

: o N . :
Batista (2008) 53 anos) - 48 amostras | Giardia (54%) RO 54% _dos !nd|V|du_os pa}rgsnados apresentaram mais de um
parasito (bi ou poliparasitismo).
Gongcalves Egg;fi?/?: adultos (|_1|:)\6 Giardia (3,7%) Sp
(2008a) amostras) Cryptosporidium (6,6%)
« Alta prevaléncia onde as condic¢des higiénico-sanitarias nao
0,
lasbik (2008) Populago Geral (266 G_eral .(43’6/0) MG |sdo adequadas. Reducdo de parasitose com o aumento da
amostras) Giardia (2,2%) dade
Criancas até 5 anos Geral (65,3%) Para giardiase: beber agua filtrada foi fator de protecéo; lavar
Santos (2008) (245 gmostras) Giardia (51,8%) MG | as maos com &gua e sabdo, e ndo somente com agua. Para
Cryptosporidium (1,2%) Criptosporidiose, a idade foi significante (1 a 2 anos)
Populacdo em geral, Geral (47,8%) Giardia foi mais frequente na faixa etaria de 5 a 14 anos.
Teles (2008) acima de 5 anos Giardia (’7 88/) CE Relacdo da prevaléncia de parasitoses com a pobreza, baixa
(1622 amostras) 70 escolaridade e falta de saneamento.
. Poliparasitismo em 38,2% das amostras de fezes das mées e
Maes: em 11,8% das criancas
34 Maes adolescentes | Geral: 76,4% . s «
i ) o Associacdo entre o maior tempo de amamentagdo com o
Aradi e seus filhos até 1 ano | Giardia: 19,2% X . ~ :
radjo (2009) (acompanhamento por | Filhos: RN maior tempo para a primeira deteccdo de parasitos nas
. criancas.
um ano ) Geral: 61,7% . o . .
G Grande importancia do aleitamento materno para proteger a
Giardia: 40% : 0 : SN
crianga no seu 1° ano de vida contra parasitos intestinais.
« Avaliagdo de desempenho - .
Funada (2009) Populagdo em geral de métodos de extracio de Sp Aumento de sensibilidade do meétodo de PCR com a

(obtencéo de oocistos)

DNA

realizacdo de Nested-PCR (duas etapas de PCR)
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Quadro 1.1 (Continuagao) — Estudos de prevaléncia de enteroparasitas (geral) e de Giardia e Cryptosporidium em grupos populacionais de diferentes idades e

de diferentes localidades do Brasil.

Criancas até 2 anos

Geral (25,5%)

Presenca de protozoarios ndo patogénicos de origem fecal

Garcia (2009) (166 amostras) Giardia (20,5%) AC humana.
. Populacdo ribeirinha | Geral (86,6%) Presenca de protozoarios ndo patogénicos de origem fecal
Hinke (2009) (268 amostras) Giardia (15,4%) AM humana.
Pacientes HIV/AIDS | Geral (47,6%) Maiores prevaléncias em pacientes com: menor nivel
Krause (2009) | positivos (682 | Giardia (7,7%) RS econdmico; possuem animais domésticos; ndo usam
amostras) Cryptosporidium (1,1%) antiretrovirais.
. Populagdo em geral Encontrados: C'. cais, Caracterizagdo molecular de amostras de Cryptosporidium
Seva (2009) C.parvum, C. felis e C. SP
(24 amostras) hominis encontrados em fezes humanas.
. Presenca de protozoarios ndo patogénicos de origem fecal
0,
Belloto (2010) gllgngrarllso(s%r:s§5 anos) g?a:?(ljg(()é/oz)o %) SP humana. Consumo de agua mineral se mostrou como fator de
70 protecdo as infeccdes por enteroparasitas.
Populagdo Geral
(43 amostras) Assemblage A: 34,8% Participacdo de gendtipos zoonoticos € relevante na
Martins (2010) | Variabilidade Assemblage B: 53,5% SP rticipacao. genotip . 5
o (s X2 epidemiologia da Giardiase no litoral do Estado de S&o Paulo.
genotipica da espécie | Infeccdo mista: 11,6%
Giardia duodenalis
: Diarreia esteve significativamente associada a Giardiase.
Cardoso (2011) ng;ﬁctoe; HIVIAIDS Giardia (3,5%) Sp Terapia anti-retroviral melhorou a qualidade de vida dos
p(500 amostras) Cryptosporidium (0,28%) pacientes devido a reconstituicdo do sistema imune e agdo

direta na prevencao de doencas oportunistas.
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Quadro 1.1 (Continuacao) — Estudos de prevaléncia de enteroparasitas (geral) e de Giardia e Cryptosporidium em grupos populacionais de diferentes idades e

de diferentes localidades do Brasil.

Baixa prevaléncia de helmintos (7,6%). Porém, elevada

Carvalho izﬁg?Senas ((Zartlgngfz Geral (50,5%) MG prevaléncia de protozoarios nas amostras de fezes.
(2011) anos% Giardia (18,4%) Poliparasitismo em 39,7%, indicando condi¢Ges sanitarias
inadequadas.
. 0 .
Idosos (acima de 60 I((;ﬁ%(;'a Geral 820;0; Instituicdes de Longa Permanéncia sdo propicias a presenca
anos) (293 amostras) - 7 70), de protozoérios patogénicos devido ao contato entre idosos,
JATEE Cryptosporidium (1,0%) ; L i
. Profissionais (63 S enfermeiros, técnicos de enfermagem e manipuladores de
Girotto (2011) Profissionais: Geral | MG : ! . S
amostras) . alimento. Risco 15 vezes maior de adquirir Giardiase quando
i (17,4%); Giardia (1,6%) o ; . L
Manipuladores de Manioulad q o0 individuo possui contato com animal domeéstico.
alimento (19) AMPLTACOTES €
alimento: Giardia (5,2%)
Criancas até 12 anos %(8 4%) Poliparasitismo era de 77% e caiu para 8% ap0s as
. (antes e apos | ~. .. intervencdes sanitarias na comunidade.
Oliveira . « Giardia (22,1%) . . . .
(2011h) !mplementagao de Apbs: CE Melhorias no tratamento e abastecimento d(_e agua e destino
intervencdes _p_GeraI. (25%) adequado dos dejetos, entre outras, foram importantes para
sanitarias) Giardia (4%) diminuir a exposi¢do das criangas aos enteroparasitas.
Geral (30,5%) - " 0 . .
Ribeiro (2011a) 617 trabalhadores Giardia (3,4%) Sp Prevaléncia de monoparasitismo em 23,8% e poliparasitismo
cortadores de cana - em 6,7% dos casos.
Cryptosporidium (3,2%)
Avaliacdo de 6 técnicas para diagndstico de Giardia e
Ribeiro 160 individuos Geral (71,9%) ES Cryptosporidium.
(2011b) (356 amostras) Giardia (6,5%) Os Kits de detecgdo de coproantigenos para diagnostico de

Giardia e Cryptosporidium foram os de melhor sensibilidade
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Quadro 1.1 (Continuacdo) — Estudos de prevaléncia de enteroparasitas (geral) e de Giardia e Cryptosporidium em grupos populacionais de diferentes idades e

de diferentes localidades do Brasil.

664 criancas de até 5

Geral (23,3 a 37,3%)
Giardia (4,8 a 11,2% -
utilizavam agua de cisterna)

Poliparasitismo de 11,3 a 34,7%.
Das 246 amostras de agua, 95% apresentaram coliformes

Fonseca (2012) A0S Giardia (74 a 16.7%) - MG toais_e 66% foram positivas para E. coli. _
utilizavam ’a ua de’ outras As cisternas promoveram efeito protetor as criangas quanto a
fontes g incidéncia de protozoarios, principalmente Giardia.
Né&o doentes:
: x Geral (39%) : - : « . .
Criancas ndo doentes Giardia (3,4%) Parasitos entéricos oportunistas sdo0 um risco maior para a
Oliveira e doentes renais Doentes: ’ GO populacdo de hemodialisados.
2012b cronicas - Necessidade de implantacdo de laboratérios especializados
Geral (57,7%)
(229 amostras) Giardia (’11 506) para a deteccdo de agentes infecto-parasitarios.
Cryptosporidium (3,8%)
Criancas lactentes Geral (11,5%) Incidéncia de episddios de diarréia baixa sugerindo o papel da
Santos (2012) | entre 2 e 11 meses Giardia (6 93/0) SE | vacinacdo contra rotavirus como importante medida de
(1.113 amostras) ’ prevencao.
. - — 5
?zrzlgn;;;sogifsr)e escola g:;rgliaéig’g/o)re dominantes Relacdo entre a Assemblage B e criancas com diarreia.
Scalia (2012) Caracterizacio diferen?es aIr)a diferentes MG | Nenhuma outra manifestagdo clinica foi associada as
(o . P Assemblages A e B.
molecular de Giardia | cidades analisadas
0,
Oliveira (2013) Usuérios do sistema g?;?(ljg?()llsgé))/)o) RN Prevaléncia diretamente proporcional as condicBes de

publico de saude

Giardia (20,2%), no inverno

moradia e renda mensal domiciliar.

Nota: Amostras: ndo foi utilizado o nimero de individuos, pois, em alguns estudos, foram recolhidas mais de uma amostra por individuo.
HAART: Terapia anti-retroviral de alta poténcia.
Geral: Todos 0s enteroparasitos pesquisados nos respectivos estudos (protozoarios, helmintos, bactérias e virus)
PCR: polimerase chain reaction (reagdo de cadeia de polimerase)
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Vale ressaltar que intervencdes sanitarias, como melhorias no abastecimento de
agua, coleta e tratamento de esgoto, destino adequado de residuos solidos, entre outras,
tem contribuido para promover mudancas profundas nos perfis de prevaléncia de
parasitoses intestinais no pais (OLIVEIRA, 2011b; FONSECA, 2012).

Segundo Hinke (2009), o diagnostico de saude de uma populagdo descreve a
situacdo presente, e se possivel, 0 que aconteceu no passado, representando um quadro
de referéncias para o futuro. A partir deste diagnostico, podem-se orientar agdes, de
modo a atender as maiores necessidades da populagdo quanto a prevencdo, controle de

doencas e a promocéo da saude.

1.3.2 - Animais

Foram separados 33 estudos nos quais amostras de animais serviram de tema

central de pesquisa, como pode ser visualizado no quadro 1.2.

Observam-se muitos dados referentes a animais domésticos de companhia — caes
e gatos, principalmente — e animais utilizados para fins comerciais (bovinos, caprinos,
ovinos, avestruz, aves domésticas). Nos estudos, amostras de fezes de diversas espécies
animais foram positivas para Giardia e Cryptosporidium, evidenciando seus papéis de
parasitismo néo especifico e potencial zoonético.

Alguns trabalhos mostram os primeiros relatos de gendtipos de protozoarios
patogénicos em algumas espécies animais como, por exemplo, Souza (2007) e Furtado
(2010) encontraram genotipos de Cryptosporidium para avestruz e onga pintada.

Pode-se destacar, de acordo com Balassiano (2007), uma lacuna de estudos a ser
preenchida no que se refere ao controle e tratamento das infecgdes provocadas por estes
protozoarios patogénicos, com a finalidade de diminuir prejuizos econdmicos em
criagdes de animais comerciais.

Pereira (2007) aponta para a necessidade de educac¢do da populacao para impedir
a contaminacao ambiental por fezes animais de companhia e reduzir o risco de zoonoses
vir a ocorrer.

Diversos autores — Salles (2006), Balassiano (2007), Huber (2007) — salientam a
questdo de estudos sobre a transmissdo zoonoética destes protozoarios, principalmente
devido a alta prevaléncia em animais domesticos e comerciais e a proximidade destes

com o homem, sendo de grande relevancia para a Saude Publica.
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Quadro 1.2 - Estudos de prevaléncia de enteroparasitas (geral) e de Giardia e Cryptosporidium em animais.

g?gfigzr:gﬁca Animal Estudado Prevaléncia El_s(t)ﬁillo Observagdes
. Bovinos até 2 meses - Maior prevaléncia em bovinos de 16 a 30 dias
Garcia (1993) (262 amostras) Cryptosporidium (19,5%) MG (24%). ICI;revaléncia de helmintos (26,6%).
Beck (2003) Clies (332 amostras) Giardia (34 %) RS C~aes em canis apresentaram maior prevaléncia que
caes de rua.
Bovinos (2 amostras),
cdo (1 amostra), gatos (3 | Padronizacdo de técnica de A Nested-PCR aumento significativamente a
Almeida (2004) | amostras), cavalo (1 |extracdo de DNA gendmico de SP positividade de diagndstico. Ocorréncia de pombos
amostra), Pombos (6 | oocistos de Cryptosporidium infectados com Cryptosporidium e Giardia.
amostras)
Infeccio experimental com Correlac;éo_ ente a quantidade de c_)oc_istos _ de
Alves (2004) Camundongos . L SP Cryptosporidium liberada e a patologia intestinal
oocistos de Cryptosporidium : . -
nas 6 linhagens imunodeficientes testadas.
Gurgel (2005) Chinchila (250 amostras) | Chinchila: Giardia (8%). N RS Na}s chi.nchilas: p(_)sitiva}s para qurdig ndo foram
N&o encontrou Cryptosporidium evidenciados sinais clinicos nos animais.
Observacdo de cinética de A dose de trofozoitos inoculados nédo interferiu no
Ao (2000 | Geris T g | MG | Polodo it et e e et
apos inoculacdo com Giardia de cistos eliminados.
Patos (60 amostras) ggg’opst(z;go?:% ;um. Condigdes sanitéarias precarias nos dois Mercados
Gomes (2006) Codornas (60 amostras) Co dornas’ (55%) RJ Municipais avaliados sdo condicionantes para o

Pintos (60 amostras)

Pintos (86,6%)

aumento de risco de infeccéo.
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Quadro 1.2 (Continuag&o) - Estudos de prevaléncia de enteroparasitas (geral) e de Giardia e Cryptosporidium em animais.

Geral (56,7%)

Associacdo significativa entre a prevaléncia de

Salles (2006) Cées (215 amostras) Giardia (2,3%) RJ mfec_gao pqr_endoparasnas e a higiene do ambiente.
Multiparasitismo em 22,3% das amostras.
Bovinos (123 amostras) CBZ(F))\//?;(())SszJlr;dllu(;zl): Andlise Genotipica: Gatos (todos C. felis); Cées
Thomaz (2006) | Cées (120 amostras) Chies (12 5%’) ’ SP (todos C. canis); Bovinos (76% C. parvum; 24% C.
Gatos (106 amostras) Gatos (2,8%) bovis)
_ Geral (46,4%) Bqlxa preyglenma de Giardia pode ser devido ao
Balassiano < - método utilizado.
Cées (500 amostras) Cryptospororidim (26,2%) RJ « o - .
(2007) Giardia (2,6%) Caes mais jovens foram significantemente mais
070 infectados
Peixe-boi marinho (136 Em animais em cativeiro, 23,4% das amostras
Borges (2007) amostras) Peixe-boi marinho (25%) PE; | foram positivas para Cryptosporidium. Aumento da
g Peixe-boi amazonico | Peixe-boi amazoénico (4,34%) PA | freqiéncia de manejo relacionado a maior
(115 amostras) prevaléncia de Cryptosporidium.
Manuntencdo  experimental in Houve realizacdo do ciclo biolégico completo da
Britto (2007) Camundongos vitro e in vivo de cepa de MG | Cepaem celulas de rim bovino (MDBK) —in vitro.
Cryptosporidium  de  origem Houve a manutencdo da cepa de Cryptosporidium
humana nos ensaio in vivo.
—— — YAY
Bovinos Bovinos: . _Glardla (36,4%); Sub-bacias hidrograficas com maior densidade de
. : Cryptosporidium (18%) . R .
Dias (2007) Caprinos L iardi 0 MG | animais de exploracdo sdo aquelas com maior
Suinos Caprinos: ~ Glardia (7.7%), ocorréncia de Giardia e Cryptospordium na agua
Cryptosporidium (34,6%) '
Aves de Mercado e Identificados por PCR, foram identificadas as
Municipal Cryptosporidium: seguintes espéecies: C. parvum (bovinos); C
Huber (2007) P Gatos (30%): Bovinos (17,9%) RJ g pecies. - L. P e

Gatos (30 amostras)
Bovinos (56 amostras)

Giardia: Gatos (60%)

meleagridis (pintos); C. baileyi (codornas, patos);
C. felis (gatos).
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Quadro 1.2 (Continuag&o) - Estudos de prevaléncia de enteroparasitas (geral) e de Giardia e Cryptosporidium em animais.

Multiparasitismo em 34,6% das amostras. 28% das

. Cdes e Gatos (81| Geral (92,6%) B :
Pereira (2007) amostras) Cryptosporidium (7,4%) RJ B;arlgg?tospubllcas estavam contaminadas com
Bovinos até 12 meses 70% das propriedades. Prevaléncia de Giardia
Recuero (2007) Giardia (23,6%) RS | decrescente ndo linear a medida que a idade
(148 amostras)
aumentava.
Gatos: Assemblages F e A (gendtipo A 1); Cées:
Gatos. Cles.  BUGioS Assemblages D e C; Bugios: Assemblage B
’ ’ 910s, Padronizacdo de PCR; caracterizar (gendtipo B 1V); Cachorro do mato: Assemblages
Cachorro do mato, Onca S _ ) i o )
Souza (2007) intada BOVINos molecularmente  Giardia  spp. SP D e C; Onca pintada: Assemblage A (genotipo A 1);
pChinchi,Iase Avestruz ' | provenientes de amostras de fezes Bovinos: Assemblages E e A (gendtipo A I);
Chichilas: Asssemblage B (genotipo B 1V);
Avestruz: Assemblage B (genotipo B 1V)
Tembue (2007) | Ovinos (81 amostras) Cryptosporidium (3,7%) PE 2 a 400 oocistos por grama de fezes
Perfil de eliminacdo e cinética de Doses pequenas de 10 a 100 trofozoitos foram
Amorim (2008) | Gerbils resposta imune, apoOs inoculacdo | MG | capazes de induzir infeccdo. Gerbils, em fase
com Giardia adulta, desenvolveram forte imunidade a reinfeccdo
?2(())?)%?:;/ €S Suinos (80 amostras) Cryptosporidium (46,3%) RJ Animais criados extensivamente.
. . Cryptosporidium 21,4% das wunidades produtoras de leitdes
Lippke (2008) Suinos (276 amostras) Leitdes (2,9%) RS apresentaram leitdes com Cryptosporidium
Aves domésticas (463 Crvptosporidium: Sp: A microscopia foi mais sensivel para deteccdo de
Nakamura amostras) yptosporicium. " | Cryptosporidium que a PCR.
[ Aves domésticas (10,32%) PR; o . o I
(2008) Aves  exaticas (27 e Identificadas trés espécies: C. baileyi, C.
Aves exoticas (7,41%) GO L .
amostras) meleagridis e C. galli.
Quando houve multiparasitismo, 0
Avestruzes (264 | Geral (96,9%) - 0
Fagundes (2009) amostras) Cryptosporidium (5,7%) RJ Cryptosporidium estava presente em 19,3% das

associagoes.
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Quadro 1.2 (Continuacéo) - Estudos de prevaléncia de enteroparasitas (geral) e de Giardia e Cryptosporidium em animais.

25% das propriedades positivas. InstalacGes e

Ferreira (2009) Bovinos (87 amostras) Cryptosporidium (9,2%) MG | condicGes de higiene inadequados foram fatores
predisponentes para enfermidades em bezerros
_ Desempenho  de métodos  de Mé?o.do de extracdo de DNA por exc_ist_a_géo e
Funada (2009) Bovinos extracio de DNA SP purificacdo com fenol-cloroformio possibilitou a
deteccdo de até 1 oocisto pela Nested-PCR.
Cdes (300  amostras, | Fezes: Geral (87,2%) Cdes errantes. 27,2 %  multiparasitismo
Presotto (2009) | sendo 250 de fezes e 50 | Giardia (20%) SP [0L0Z0ATI0S & h'elmint(')s)
de necropsia) Necropsia: Geral (100%) (b
Aves silvestres (474 | Cryptosporidium:
amostras) Aves silvestres (8,64%) Analise genotipica: Aves silvestres (C. baileyi; C.
Sevé (2009) Bovinos (197 amostras) | Bovinos (4,57%) SP galli); Bovinos (C. andersoni); Cées (C. canis);
Cées (27 amostras) Cées (11,1%) Saguis (C. parvum).
Saguis (141 amostras) Saguis (9,2%)
Cryptosporidium
. . (7,4% dos animais) 27 cordeiros acompanhados do nascimento até o 3°
Silva (2009) Ovinos (456 amostras) Giardia (22,2% dos animais) RN més de idade.
Soleiro (2009) ':%lgzttrrzga S (195 Cryptosporidium (87,2%) RJ Nenhuma ave apresentou sinal clinico da doenca.
A fragmentacdo de habitats e o aumento da
MS proximidade entre humanos, animais domésticos e
Onca-pintada, bovinos, | Onga-pintada: 1° relato de Giardia ' | silvestres podem  ser  responsaveis  pelo
Furtado (2010) ~ .- - GOe . . L
cdes e gatos domésticos | e Cryptosporidium . AM aparecimento de doencas emergentes, disseminacédo

de patdgenos e alteracbes nos
epidemioldgicos das doencas.

padroes
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Quadro 1.2 (Continuacéo) - Estudos de prevaléncia de enteroparasitas (geral) e de Giardia e Cryptosporidium em animais.

Mamiferos de pequeno e

Parasitas entéricos em 67,6% e
74,2 % das amostras nos dois

Elevada positividade para helmintos.

Rondon (2010) médio portes locai : SP Maioria dos animais apresentou mais parasitas na
og:ms_pesqmsados estacio Gmida
Giardia: 0,9% '
Diferenca significativa para cées com e sem
Cées: sem proprietarios proprietarios (apenas para Cryptosporidium). Cées
Silva (2010b) (235 amostrgs) _ Giardia (18_,5_%) Rs | €OM menos de 1 ano apresentaram mai_ores
Com proprietarios (219 | Cryptosporidium (6,34%) prevaléncia. Associacdo positiva entre a condicao
amostras) higiénica dos domicilios com a presenca de
Giardia
_ ﬁ:?gzggoenéecegzgé sge(rjli Concentra(;?)e_s B de Ne_ces_sidade de defini(;éo_de ri_scos aceitaveis para
Dias (2012) Cryptosporidium utilizadas em | MG | animais, uma vez que a dindmica de patdgenos em

destinadas a alimentacéo
de animais de producéo

alguns dos cenarios

rebanhos pode diferir da observada em humanos.

Nota: PCR: Polimerase Chain Reaction - reagdo em cadeira pela polimerase.
MBDK: células Madin-Darby de rim bovino.
AQRM: Avaliagdo Quantitativa de Risco Microbioldgico
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Dificuldade relatada nestes estudos é a auséncia de padronizacdo de metodos
para deteccdo de protozoarios em fezes de animais, vindo a dificultar a realizacdo de
comparaces entre trabalhos cientificos.

1.3.3 - Agua e Tratamento de Agua

Foram classificados 31 trabalhos relacionados ao tema agua e tratamento de
agua, como pode ser visto no quadro 1.3.

Nos trabalhos, pode ser constatada a distribuicdo dos protozoarios Giardia e
Cryptosporidium nos mais diversos corpos d'agua — como rios, corregos, represas,
pocos, fontes naturais (nascentes), agua do mar — e em estacdes de tratamento de agua
para abastecimento publico. E um cenério que merece atengio das autoridades publicas
por consequéncia da contaminacdo de aguas utilizadas para varios usos: abastecimento
publico, dessedentacao de animais, recreacao, irrigacao etc.

Alguns fatores que levam a variacdo quanto a frequéncia e concentracéo de (00)
cistos de Giardia e Cryptosporidium em &gua, observados na literatura, de acordo com
Sales (2006), sdo: condi¢cdes do ambiente; metodologia utilizada para analise e a sua
eficiéncia de recuperacdo de cistos e oocistos nos experimentos controle.

No que se refere a metodologia, nos estudos foram utilizados: concentracéo por
precipitacdo de carbonato de célcio; filtracdo em membrana e com posterior raspagem;
método de Faust et al. (1939), método de Sheather (1923); flutuacdo por gradiente
percoll sucrose, entre outros. Alguns estudos utilizaram imunofluorescéncia direta (IFA
- Immunofluoresce Assay), outros empregaram coloragdo com acido tricromatico,
Kinyoun modificada, safranina-azul de metileno ou lugol. Apenas seis trabalhos
seguiram o Método 1623 que se tornou teste padrao para deteccdo de cistos em amostras
ambientais mais recentemente (USEPA, 2012). Alguns trabalhos utilizaram PCR,

outros, ELISA; o que prejudica muito as comparacdes de resultados.



Quadro 1.3 - Estudos sobre presenca Giardia e Cryptosporidium em corpos d’agua e remogao de (0o)cistos no tratamento de agua.

Referéncia Local Caracteristica da Concentracéo de (oo)cistos Observacoes
Bibliografica | Estudo Agua ¢ ) ¢
Cryptosporidium: Agua bruta (até 236 | Baixa correlacdo da turbidez, coliformes
Muller (1999) Sp Mananciais superficiais | oocistos/L) totais e E. coli com Cryptosporidium.
ede ETA Agua tratada da ETA: (até 1,2 | Correlacdo significativa da remocdo de
oocistos/L) turbidez com remocdo de Cryptosporidium
. , Cryptosporidium (até 1400 oocistos/L) | Circulacdo de dgua contaminada. Risco para
Farias (2000) SP Corrego urbano (100% das amostras positivas) a Salde Publica.
N&o houve correlacdo entre coliformes
Berino (2004) RS Quiatro mananciais | Giardia: até 605 cistos/100L totais e E. coli com Giardia e
superficiais Cryptosporidium: até 400 oocistos/100L | Cryptosporidium. Correlacdo da turbidez
com Cryptosporidium em um manancial.
Agua Bruta: , 0
Giardia (média de 32,8 cistos/L — Na amostragem pontual_ (_1e agua bruta, 90%
da amostras foram positivas; na composta,
. . - amostra pontual)
Cantusio Neto Manancial superficial e L . 100%.
SP (média 35,8 cistos/L — amostragem | .« « —
(2004) emETA . : N& houve correlagdo entre Giardia e
composta - 3 dias consecutivos) ) . .
T coliformes totais, coliformes
Cryptosporidium: ndo detectado termotolerantes, turbidez, pluviosidade
Na ETA: protozoarios ndo detectados ’ P '
. . . Giardia (até 30 cistos/L) Ocorréncia de protozoarios ndo apresentou
Oliveira (2004) | MG | Manancial superficial Cryptosporidium (até 20,02 oocistos/L) | correlacdo com turbidez ou a pluviosidade
Manancial . superficial Antes: Giardia (16 a 36 cistos/L) N&o houve correlagdo entre cistos e
antes e apo0s encontro ~ . ) : .
. . | Auséncia de Cryptosporidium coliformes totais e fecais. Presenca e
Oliveira (2005) SP | com manancial e : « . «
. Apds: Giardia (14 a 240 cistos/L) concentragdo de cistos ndo apresentaram
contaminado por - . .
- Cryptosporidium (0,8 oocistos/L) sazonalidade.
esgoto domestico.
— . 5 .
Branco (2006) Sp Fontes naturais Giardia (0,07 a 0,1 cistos/L) 25% das fontes naturais estavam

Cryptosporidium (0,1 a 0,3 oocistos/L)

contaminadas.
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Quadro 1.3 (Continuagéo) - Estudos sobre presenca Giardia e Cryptosporidium em corpos d’agua e remogdo de (0o)cistos no tratamento de agua.

Cryptosporidium presente em 4,2% das

As condicdes da agua do entorno da cidade

Costa (2006) RS Mananciais superficiais | amostras analisadas. Giardia ndo foi | denotam uma forte possibilidade de
detectada contaminacéo fecal
Tratamento por | Remogio de 00Cistos de Remocédo esteve relacionada_as condigdes
Fagundes . < . - P de coagulacdo empregada. Diferenca entre
DF | filtracdo direta | Cryptosporidium geralmente inferior a % : .
(2006) descendente (ETA) 2010 as remocgdes de oocistos, E. coli e
2 100- coliformes totais.
12 fontes  naturais Somente 58% das amostras foram
. (bicas) utilizadas para | N&do encontrou nenhum dos ) Lo ; ~
Faria (2006) SP abastecimento ela | brotozoarios consideradas potaveis ao analisar os padrdes
populacio P P ' bacterioldgicos e fisico-quimicos.
Manancial suerficial e Giardia (66,7 a 133,2 cistos/L) Turbidez demonstrou ser indicativa da
Sales (2006) PE da ETA P Cryptosporidium (47,6 = 24,5 | presenca de Cryptospordium, mas ndo 0s
0ocistos/L) coliformes termotolerantes.
Urbanos: Giardia (20,2 a 65,8 cistos/L) iais d iedades i ilizad
Cryptosporidium (153 a 285 Mananciais da propriedades sao utilizados
Mananciais superficiais | ooscitos/L) pgra.des:s eddentagao de alr_umals.
_ urbanos Mananciais | Rurais: LII’Tllta(_;aO 0 grupo co |forrr]e para testar a
Dias (2007) MG o N P ) L auséncia de protozoarios na gua e aponta a
rurais subterraneos e | Subterrdneos: Giardia (71% das « e e
o - - adequacdo de bactérias anaerdbias e
superficiais amostras); Cryptosporidium (54,8%) Y . .
Superficiais: Giardia (62,5% das qustrldlum perfringens  como POSSIVEIS
amostras); Cryptosporidium (75%) indicadores da presenca de protozoarios.
Falchi (2007) RS | Aqua de Laquna Cryptosporidium (16,7% dos pontos | Também encontrados outros protozoarios
g g examinados) como: Acanthamoeba e Naegleria.
Fernandes E.TA com _filtragdo Cl’yptONSpOI’IdIL,JmZ 12 a 32 ng de Mesmo com turbidez menor que 0,2 uT,
DF | direta descendente com | remoc¢do. Periodo de amadurecimento . . .
(2007) foram encontrados oocistos na agua filtrada.

dupla camada filtrante

do filtro: 0,1 a 1 log de remogé&o
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Quadro 1.3 (Continuagéo) - Estudos sobre presenca Giardia e Cryptosporidium em corpos d’agua e remog&o de (00)cistos no tratamento de agua.

Agua de lavagem de
Filtros (ETA)

Agua Bruta:
Giardia (2,55 + 14,4 cistos/L)
Cryptosporidium (1,6 = 15,9 oocistos/L)

A &gua de lavagem de filtro pode ser vista
como a introducdo de perigo na ETA.

Freitas (2007) MG | z . | Agua de Lavagem de Filtro: : 9 T
Agua Bruta (manancial | ‘=: i " —— Turbidez ndo apresentou associagdo com
superficial) Glardia (1’.1 " 66 cistos/L) presenca de (00)cistos
Cryptosporidium (7,28 = 4472 '
oocistos/L)
Mananciais superficiais Encontradas as espécies: C. hominis, C
Araujo (2008) SP de abastecimento e | Cryptosporidium (30% da amostras) . pectes. L. P
: andersoni; C. meleagridis.
recreacional
. Giardia: cistos em 93,7% das amostras | Comparacdo de metodologias: Filtragdo em
Cantusio Neto . - e . 0 "
(2008) SP Manancial superficial Cryptosporidium: oocistos em 75% das membrana e floculagdo com carbonato de
amostras calcio, com e sem IMS.
. ETA C'CIC.) com pleto; RemocGes de Cryptosporidium | Ndo foram observadas associa¢des entre a
Cerqueira dupla  filtracdo e A o ~ ) .
MG . « . semelhante  pelas  trés  técnicas | remocao de oocistos, microesferas e esporos
(2008) filtracdo direta . s
(aproximadamente 2,7 log) aerobios.
descendente
Rio: Giardia (30,7 a 184,6 cistos/L) Correlagdo apenas entre 0 n° de cistos e
Leal (2008) Sp Manancial superficial e | Cryptosporidium (até 76,9 oocistos/L) coliformes termotolerantes. Altos indices de
agua do mar Mar: Giardia (50 a 95 cistos/L) contaminacgéo fecal por  bactérias
Cryptosporidium (45 a 180 oocistos/L) | indicadoras nas &guas do mar e rio.
Cryptosporidium: média 0,65 log de | Remocdo de oocistos influenciada pela
" remocdao na decantacéo. turbidez da agua, periodo de
Lopes (2008) MG | Aguade ETA Média de 0,85 log de remocdo na | amadurecimento do filtro, coagulagdo e pela
filtracdo rapida. concentracgéo inicial de oocistos.
. - Falta de sensibilidade do meétodo utilizado
Manancial superficial e - . ~ <
- Encontrado Cryptosporidium. foi apontada como resposta a ndo deteccédo
Ramos (2008) RJ reservatorios de | ~. di q iardi P id I
distribuicio Giardia ausente. e Giardia. Agua consumida pela

populagdo é impropria.
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Quadro 1.3 (Continuagéo) - Estudos sobre presenca Giardia e Cryptosporidium em corpos d’agua e remogdo de (0o)cistos no tratamento de agua.

Decantador de alta taxa

Remocdo de 1 a 2 log de

Remocdo de oocistos semelhante para o0s

Silva (2008) MG . Cryptosporidium para ambos | diferentes coagulantes utilizados. Remocao
e convencional (ETA) ) RO N
decantadores de oocistos foi maior que os indicadores.
< , . . Maior n° de (oo)cistos na época chuvosa.
Careli (2009) MG Agua (~je corregos para Giardia (10.’3.‘331’7 Cistos/L) . Correlacdo entre protozoarios, turbidez e
irrigacdo de hortalicas | Cryptosporidium (6,3 a 22,3 oocistos/L) S .
Clostridium perfringens
Fernandes Sp Manancial superficial, | 40% das amostras positivas para | Uso de PCR, observacdo do Assemblage A
(2009) de pogo e nascente Giardia. (genotipo A 1)
Represa: Giardia (até 8 cistos/L) Represa se comporta como barreira sanitaria
Represa e COIeqos Cryptosporidium (até 4 oocistos/L) ao reduzir a quantidade de (oo)cistos
Lopes (2009) MG epresa 995 | Corregos tributarios: Giardia (até 82,1 | provenientes de seus tributarios. Turbidez e
tributérios , ;
cistos/L) E. coli se mostraram pobres como
Cryptosporidium (até 30 oocistos/L) indicadores da ocorréncia de protozoarios
. : N L N&o houver correlagdo entre oocistos e
Nascimento DE E_TA com filtragéo Cryptqsporld_lum. ) 30 a 35 log de turbidez, coliformes totais, E. coli e
(2009) direta ascendente remocao na filtracdo . . .
contagem de particulas na &gua filtrada.
Andrade ETA Cryptosporidium: 1 a 4,0 log de|Estudo de formacdo de subprodutos da
(2010) MG | piloto/Desinfeccdo com | inativacdo em diferentes concentragdes | desinfeccdo com CIlO, e de manutengdo de
ClO, de tempos de contato do desinfetante. residual na rede de distribuicao.
- < = —
Agua preparada em Inogula(;ao de 10 cistos de Giardia e POA foi mais agressivo e eficiente para
. o oocistos de Cryptosporidium. « . L
Fagnani (2010) SP laboratério/Processo e - reducdo de oocistos de Cryptosporidium
- Classificacdo do dano morfol6gico para . S
Oxidativo Avangado - e . ~ que para cistos de Giardia.
verificar a eficiéncia da desinfec¢do
Deteccdo de protozoarios coincidiu com a
Yamashiro Sp Represa eutrofizada Giardia: até 224 cistos/L ocorréncia de chuvas. Em apenas um dos
(2010) P Cryptosporidium: até 170 cistos/L quatro pontos pesquisados houve correlagéo

entre Giardia e E. coli e coliformes totais.

70



Quadro 1.3 (Continuagéo) - Estudos sobre presenca Giardia e Cryptosporidium em corpos d’agua e remogdo de (0o)cistos no tratamento de agua.

Barros Junior

Manancial superficial
(Agua  superficial e

Interface sedimento-aqua:
Giardia: até 160 cistos/L
Cryptoporidium: até 130 oocistos/L

Diferenca estatistica entre as concentragdes
de cistos de Giardia encontradas antes e

(2011) SP interface sedimento - | Agua superficial ap6s o langamento de efluentes no curso
agua) Giardia: até 162 cistos/L d"agua.
Cryptosporidium: até 16 oocistos/L
8,3; 17 e 39% das amostras apresentaram,
Oliveira RS Agua de torneira de | Giardia: 0,83% das amostras Eéter?tlrgfic(;cs)lIfo:?sgict;\?;?:lint: gggegzz
(2011a) 120 escolas Cryptosporidium - 1,7% das amostras ' '

escolas avaliadas apresentaram alto risco
sanitario.

Nota: ETA: Estagdo de Tratamento de Agua.
IMS: Immunemagnetic Separation (separagdo imunomagnética)

Log de remocéo: 1 log equivale a 90%; 2 log — 99%; 3 log — 99,9% e assim, sucessivamente.
PCR: Polimeras Chain Reaction (reacdo em cadeia pela polimerase)

POA: Processos Oxidativos Avangados
uT: Unidades de Turbidez
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Pode-se verificar relagcdo entre as concentracdes de cistos de Giardia e oocistos
de Cryptosporidium com a qualidade da agua do local estudado, principalmente ao
receber efluentes domésticos (OLIVEIRA, 2005; LEAL, 2008; BARROS JUNIOR,
2011). De acordo com Plutzer et al. (2010), vinte de aproximadamente 45 paises
europeus ja publicaram artigos cientificos referentes a relatos de prevaléncia de Giardia
em humanos e em amostras de agua e 15 paises tiveram fontes de dgua contaminadas
por este protozoario. Ainda segundo os autores, em &reas onde a Giardia possui altas
concentragfes no ambiente € de extrema importancia um programa de monitoramento.

Com relacdo ao tratamento de &gua, em um dos trabalhos foram detectados
oocistos em agua filtrada de ETA, tipo convencional de ciclo completo (Muller, 1999).
Além disso, Lopes (2008) relata observacbes sobre tendéncias gerais em ETA de ciclo
completo: capacidade das etapas de decantacdo e filtracdo de homogeneizar variagdes
da qualidade da agua afluente, produzindo agua com concentracdo de oocistos
comparativamente mais baixa e de forma mais estavel; remocdo consistente de oocistos
nas etapas sequenciais de decantacéo e filtracdo. Fagundes (2006), Fernandes (2008) e
Nascimento (2009) alertam para o periodo vulnerdvel para baixas remocdes, e
consequente transpasse de oocistos quando o filtro esta em fase de amadurecimento.
Segundo Plutzer et al. (2010), proximo de 90% dos surtos por protozoarios reportados
na Europa foram devido & deficiéncia na filtrag&o.

Apenas um trabalho, Andrade (2010), versou sobre desinfeccdo, com a
utilizacdo de dioxido de cloro. Outro ponto muito discutido é relacionado aos
indicadores tradicionalmente utilizados que na maioria dos estudos ndo apresentaram

correlacdo significativa com a presenca, concentracao e remocao de protozoarios.

1.3.4 - Esgoto e Tratamento de Esgoto

Onze trabalhos abordaram o tema, como pode ser visualizado no quadro 1.4. Os
trabalhos, além de relatarem a concentracdo de Giardia e Cryptosporidium presentes,
também ressaltaram outros pontos relevantes, entre eles: o esgoto hospitalar que é
extremamente infectante, com presenca de patdgenos e residuos de farmacos, ainda com
pouco estudo sobre o seu tratamento. Verifica-se novamente a falta de metodologia
adequada para esse tipo de efluente, sendo os existentes adaptados da parasitologia
clinica ou dos utilizados para agua (FRANCA, 2007).
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Na questdo do tratamento de esgoto doméstico, ha uma convergéncia de ideias
de que os tratamentos de esgoto em nivel secundario e até mesmo tercidrio ndo sdo
capazes de garantir um efluente seguro para futuros redsos, sendo imprescindivel a
desinfecgéo (TOSETTO, 2005; MEDEIROS, 2010; OLIVEIRA, 2012a).

Ao mesmo tempo, ha risco de uso do lodo de esgoto em aplicacdo no solo, pois
segundo Bonatti (2007), Giardia e Cryptosporidium se apresentavam viaveis mesmo
apos 45 dias de exposicao a luz solar. Além disso, a mesma autora relata que bactérias
indicadoras tradicionais sdo inadequadas como os Unicos indicadores para garantir
seguranca da disposicdo do lodo, devido a grande resisténcia dos protozoarios aos
processos de inativacao.

Segundo Fernandes (2009), por ndo se conhecer as espécies ou genotipos de
Giardia circulantes no esgoto no Brasil, ndo é possivel saber se tais cistos sdo

pertencentes aos gendtipos associados a giardiase em humanos.



Quadro 1.4 - Estudos sobre presenca Giardia e Cryptosporidium em esgoto bruto e tratado e remogéo de (oo)cistos em estacdes de tratamento de esgoto.
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Referéncia Local Caracteristica do x . b N
Bibliografica Estudo Esgoto Concentracgéo (oo)cistos Observacoes
Giardia e Cryptosporidium  nao A aplicagdo de lodo no solo pode
Guilherme (1998) SP Lodo de ETE yptosp expor o homem a uma fonte de
detectados N
contaminagéo
5 —
Farias (2000) SP Esgoto bruto Cryptosporidium: até 1200 oocistos/L 100% das_ amostras  positivas - para
Cryptosporidium.
YT i Adi
Efluente de tratamento M ‘Giardia (”?e‘?"a de 620 Remocgdo média de Cryptosporidium
dari ... | cistos/L); Cryptosporidium (50 q 0 q ardi 0
Tosetto (2005) Sp s]s_(lzun ario e tergl_arlo oocisto/L) e 109/0_ ed e Gla(;‘ I% (_8(]3,9/2).
(filtracdo ireta Efluente filtrado: Giardia (25 a 430 Importancia de etapa de desinfeccéo
descendente) - para posterior redso.
cistos/L)
Giardia: 600 cistos/grama Cistos podem permanecer “viaveis”
Bonatti (2007) SP Lodo de ETE Cryptosporidium: por até 45 dias de exposicdo a luz
até 4800 oocistos/grama solar — implicagOes para uso no solo
Efluente de ETE:
Giardia: 3750 a 39035 cistos/L
Dias (2007) MG Efluentes de ETEs e Cryptosporidium: 480 a 100 oocistos/L. | Baixa eficiéncia da ETE (tanque
Suinocultura Suinocultura: séptico seguido de filtro anaerdbio)
Giardia (86 a 1320 cistos/L)
Cryptosporidim (660 a 900 oocistos/L)
Efluente Hospitalar Giardia5(58,4% das amostras - média de Tratamento fotoeletroquimico obteve
Franca (2007) SP Efluente desinfetado por | 6,5 x 10° cistos/L) 96,3%de remocao de Cryptosporidium

tratamento
fotoeletroquimico

Cryptosporidium (4,1% das amostras —
média de 6,6 x 10* oocistos/L)

e 55,3% de Giardia.




Quadro 1.4 (Continuacdo) - Estudos sobre presenga Giardia e Cryptosporidium em esgoto bruto e tratado e remog&o de (oo)cistos em estagdes de tratamento

de esgoto.
Esgoto Bruto:  Giardia  (média
10°cistos/L); Cryptosporidium (média x .
Esgoto Bruto 6,0 x 10* oocistos/L) 512??3;detoltjazlmlé;/tena%sfmcics?ssz gz
Santos (2007) SP Efluente tratado e | Efluente Tratado: Giardia. bor ensaio de infectividade in
desinfetado Giardia (média 1,1 x 10° oocistos/L) . P
Cryptosporidium (média 1,6 x 102 |V
oocistos/L)
SS';(;EO' %ru,:\jsemblage B detectado em Necessidade de atencdo ao tratamento
Fernandes (2009) SP Esgoto bruto e tratado ' o de esgoto, devidos a suas inumeras
Assemblage A (gendtipo A 1) detectado reutilizacdes
em esgoto bruto e tratado '
Esgoto Tratado (UASB) Diminuicdo de viabilidade de, no
Medeiros (2010) Sp Efluente des_infetado_com Giardia: 71_0_:12100 cistos/L _ méximo_, 0,23 log para desinfgcgéo
cloro, ozonio e radiacdo | Cryptosporidium: 89 a 430 oocistos/L sequencial  (cloro —  radiagdo
ultravioleta ultravioleta)
Esgoto Bruto: Giardia (de 120 a 2200 | Encontrou também virus - Rotavirus e
cistos/L); Cryptosporidium ( até 28,9 | Adenovirus - em 100% das amostras
Tonani (2011) Sp Esgoto bruto e tratado | oocistos/L) de esgoto bruto e tratado. Nao houve

(lodos ativados)

Esgoto Tratado: Giardia (0,45 a 3,5
cistos/L); Cryptosporidium (até 1,05
oocistos/L)

correlacdo entre as concentracdes de
protozoarios e das de coliformes
termotolerantes e totais.




Quadro 1.4 (Continuacéo) - Estudos sobre presenca Giardia e Cryptosporidium em esgoto bruto e tratado e remocdo de (oo)cistos em estacdes de

tratamento de esgoto.

Oliveira (2012a)

SP

Esgoto bruto e tratado
(UASB, Lodos ativados,
processos fisico-
quimicos)

Esgoto Bruto: Giardia (de 9,8 x 10°% a
1,6 x 10* cistos/L); Cryptosporidium
(até 28,9 oocistos/L)

Esgoto Tratado: Giardia (1,8 x 103
cistos/L)

Cryptosporidium em apenas quatro
amostras.

Remocdo média de 2 log no reator
UASB seguido de Lodos Ativados.

No tratamento fisico-quimico,
remocdo de mais 1 log, independente
do coagulante utilizado: cloreto férrico
ou sulfato de aluminio.

Nota: ETE: Estacdo de Tratamento de Esgoto.

UASB: Upflow Anaerobic Sludge Blanket (Reator Anaerdbio de fluxo ascendente com manta de lodo)
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1.3.5 - Alimentos

Foram seis os trabalhos com pesquisa sobre alimentos, como pode ser observado
no quadro 1.5, contemplando a avalia¢do da presenca de (00)cistos de protozoarios.

Observa-se a contaminacdo de alimentos por Giardia e Cryptosporidium.
Pereira (2010) cita ainda a presenca de outros enteropatdgenos, como protozoarios nao
patogénicos, que também indicam contaminacdo de origem fecal. A mesma autora
exalta a participacdo do trabalhador envolvido no cultivo de produtos agricolas na
contaminacdo de alimentos, principalmente pela falta de higiene. Deve-se atentar que a
maioria das hortalicas pesquisadas sdo consumidas cruas, 0 que aumenta o risco de
infeccao.

A utilizacdo de efluente de tratado de Estacdo de Tratamento de Esgoto na
irrigacdo de alface e rdcula aumentou o nimero de cistos e oocistos encontrados, além
da concentracdo de metais pesados (RIGAZZI, 2011)

Pereira (2008) relata que boas condigdes higiénico-sanitarias encontradas em
propriedades rurais analisadas contribuiram para a baixa positividade para cistos de
Giardia e para a negatividade de oocistos de Cryptosporidium, em relacdo as amostras

de hortalicas e de agua de irrigacéo.



Quadro 1.5 - Estudos sobre presenca Giardia e Cryptosporidium em alimentos.
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Referencia Local . . N . N
Bibliografica Estudo Tipo de Alimento Concentracéo de (oo)cistos Observacdes
Leal (2008) Sp Ostras Giardia: 50_ c_|sto.s/an|mal' ' 8,3% dgs_ amostras foram positivas para ambos
Cryptosporidium: 12 oocistos/animal | protozoarios.
Giardia:
. . Alface (180 a 230 cistos/50Q) Giardia presente em 6,6% das amostras de alface
Pereira (2008) SP Alface e Rucula Rdcula (180 cistos/50 g) e 1,6% das amostras de rucula.
Cryptosporidium ndo foi detectado
Giardia: 37,9 a 66,8 cistos/100g Apenas uma, das 20 propriedades rurais
Careli (2009) MG Alface Cryptosporidium: 156 a 46,7 | pesquisadas, obteve amostra positiva para 0S
00cCistos/100g protozoarios.
Geral: 85% com algum enteroparasito. Mercados e supermercados igualmente com
Pereira (2010) PB Alface, tipo crespa Giardia: 3% das amostras de P g
amostras contaminadas.
supermercado
Cultivo tradicional apresentou maior
_ 2. 18 e 48 cistos e trofozoftos de contaminacdo de origem fecaJ (_collformes fecais).
Alface (cultivos - . 20% das amostras hidroponicas apresentaram
. protozoarios, entre eles Giardia spp.,
convencional, - . Salmonella.
Costa (2011) CE A s contabilizados em amostras cultivadas |  x . . .
organico e . . N A N&o houve diferenca entre os dois métodos de
. - pelos métodos hidrop6nico, orgénicoe | . . .~ ° . i .
hidropdnico) . higienizacdo sugeridos (apenas hipoclorito de
tradicional. 3 . . :
calcio, ou detergente seguido de hipoclorito de
calcio)
Alface e Rucula . Houve  contaminagdo  por  Giardia e
i : Amostras irrigadas com o efluente da - o
(das feiras livres ou ; Cryptosporidium apenas nas amostras irrigadas
. L ETE:
Ragazzi (2011) SP de irrigagdo com Giardia (6 a 15 cistos/ 50 g) com efluente da ETE.
efluente tratado e g A dosagem de 0,1 mg/L de cloro ndo eliminou

clorado de ETE)

Cryptosporidium (3 oocistos/ 50 g)

agentes patogénicos.

Nota: ETE: Estacdo de Tratamento de Esgoto
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1.3.6 - OQutros

Neste tema, estdo congregados: 2 trabalhos sobre solo, 4 sobre novas drogas no
combate aos protozoarios Giardia e Cryptosporidium, um trabalho sobre software e
outro sobre avaliacdo quantitativa de risco microbiologico, como pode ser visualizado
no quadro 1.6.

A preocupacdo de risco de contaminagdo de alimentos pelo solo contendo
(oo)cistos de Giardia e Cryptosporidium é relatado por Careli (2009). Magalhées
(2012) realizou analise quantitativa de risco microbiolégico a partir de dados da
literatura. Quatro outros estudos foram sobre investigacdo de drogas no combate a
Giardia, e nenhum para Cryptosporidium, destacando o estudo de Silva (2010a) com a
utilizacdo de compostos de efeito giardicida a partir de vegetais.



Quadro 1.6 — Estudos com temas diversos sobre Giardia e Cryptosporidium.

Referéncia Local N
Bibliografica Estudo Tema Resultados Observacoes
Criacdo de software contendo | Software em CD-ROM. Entre
informacfes sobre os principais | os parasitas: Giardia muris, | Material didatico acessivel a alunos de
Col (2003) SP . L . « p «
parasitas encontrados em | Cryptosporidium  muris e | graduacdo e pos-graduacéo.
camundongos de laboratorio. Cryptosporidium parvum
Investigacao do potencial | O MTZBr e MTZI foram os Todos os andloaos foram mais ativos
Busatti (2006) MG giardicida de drogas sintetizadas a | mais  eficientes  giardicidas a0g
) ) . que o metronidazol.
partir do metronidazol entre os derivados.
Inibicdo proliferativa de 51,7% | A mesma droga também teve efeito
. Sintetizacdo de novas drogas de | para Giardia lamblia com a | inibidor em Leishmania amazonensis.
Nogueira (2007) RJ " . . . U
combate protozooses diisobutilfosforil  — p — | Escassez de farmacos aplicaveis ao
nitrofenilidrazona (6b) tratamento de protozooses.
0 )
. Fezes de animais em amostras de | Ndo foram encontrados Giardia 3(? /°. do solo analisado _de pracas
Pereira (2007) RJ o - publicas estavam contaminados por
solo de pracas publicas e Cryptosporidium . .
outros parasitos, neste caso, helmintos.
Eficacia terapéutica da Mentha | 84% de cura com Secnidazol Secnidazol foi estatisticamente mais
Teles (2008) CE crispa  para tratamento de | 47,8% de cura com Mentha oficiente
pacientes com Giardiase crispa '
Giardia
. Solo utilizado para cultivo de | (6,7 a 13,3 cistos/25 g de solo) | Ambos  protozodrios em  maior
Careli (2009) MG . o x .
hortaligas Cryptosporidium concentragdo no periodo de chuvas.
(5,3 a 6,4 oocistos/25 g de solo)
. i ~. | A espécie Maytenus gonoclada | Essa mesma espeécie vegetal apresentou
Pesquisa com vegetais da familia L .
. apresentou potente atividade | atividade moderada contra
Silva (2010a) MG Celastraceae na busca de novos L X .
contra a Giardia lamblia (Clso | Staphylococcus  aureus,  Candida

compostos giardicidas

de 1,16 pg/mL)

albicans e atividade inseticida.
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Quadro 1.6 — Estudos com temas diversos sobre Giardia e Cryptosporidium.

Magalhaes
(2012)

MG

Discussdo  critica  sobre a
perspectiva da AQRM a salde
humana da Resolucio CONAMA
375/2006.

Niveis de contaminacdo de
hortalicas adubadas com lodo de
esgoto e biossolidos

Utilizou  concentracbes  de
Giardia e Cryptosporidium
para a AQRM a partir de dados
da literatura.

Dependendo da concentracdo
inicial, estimou baixo risco ao
consumidor. E risco
ocupacional elevado quando o
lodo ou biossélido é aplicado
sem qualquer medida de
protecdo ao trabalhador

Alguns aspectos da CONAMA
375/2006 mereceriam revisdo.

Comecou a analisar oocistos de
Cryptosporidium, porém apos
resultados negativos nas amostras de
hortalicas e falta de metodologia
especifica, foi abandonado.

Nota:Cls,: Concentracdo de inibicdo do crescimento de 50% (no estudo, de trofozoitos de Giardia lamblia)

CONAMA: Conselho Nacional do Meio Ambiente.
MTZBr e MTZI: Incialmente o metronidazol é convertido, por rea¢do com cloro de metanossulfonila em piridina anidra, em O-mesilado (MTZMs). Este é

convertido em MTZBr e MTZI por reagdo com brometo de potéssio e iodato de potéssio, respectivamente, em dimetilformamida, com aquecimento a 60°C.

AQRM: Avaliacdo Quantitativa de Risco Microbioldgico
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1.4 - CONCLUSAO

Os 122 trabalhos ressaltam algumas lacunas de investigacdo sobre os

protozoarios patogénicos Giardia e Cryptosporidium, como:

©)

O

novas drogas para o tratamento dessas doengas;

metodologias para recuperacdo de (oo)cistos em &gua, esgoto, solo, lodo,
alimentos que sejam baratas, rapidas e eficientes;

metodologias para avaliacdo de (oo)cistos em amostras fecais que também
sejam baratas, rapidas e eficientes;

estudo de desinfetantes capazes de inativar (oo)cistos no tratamento de agua
e tratamento de esgoto;

estudos de processos para remocgdo de (oo)cistos no tratamento de agua e
tratamento de esgoto;

utilizacdo da biologia molecular para elucidar os gen6tipos mais prevalentes
desses protozodrios no pais e, assim, compreender a participacao de espécies
animais na transmissao de doenca ao homem;

educacdo sanitaria como meio de combate a disseminacdo de doencas
enteropatogénicas;

a influéncia de infraestruturas sanitarias na concentracdo de (oo)cistos
encontrada em amostras ambientais e sua repercussdo na saude publica.

de forma geral, ha necessidade de estudos em todos os temas discutidos e a

sua ampliacdo em todas as regides do Brasil.
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Capitulo 2

Métodos para recuperacéao de cistos
de Giardia e oocistos de
Cryptosporidium em esgoto sanitario

Estudos de protozoarios patogénicos Giardia e Cryptosporidium, em esgoto
domeéstico, necessitam, indubitavelmente, de métodos cada vez mais precisos de
recuperacdo que possibilitem o avanco de pesquisas relacionadas a inativagdo, remocéo,
quantificacdo, diferenciacdo de espécies, etc.. Foi com esse intuito que neste capitulo
foram avaliadas diferentes metodologias de recuperacdo de cistos de Giardia e oocistos
de Cryptosporidium em esgotos bruto e tratado.
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2.1 - INTRODUCAO

Em paises industrializados, Giardia e Cryptosporidium sdo 0s protozoarios
veiculados pela agua que inspiram maior preocupacdo: por possuirem (oo0)cistos
infectantes muito resistentes no ambiente, serem suficientemente pequenos para
ultrapassar barreiras fisicas e quimicas impostas no tratamento de agua, sdo excretados
em grande quantidade nas fezes, além de a transmissdo zoonotica também poder ocorrer
(KARANIS et al., 2007).

Segundo Karanis et al. (2007), dos 325 surtos de doencas de veiculagdo hidrica
reportados no mundo devido a protozoarios patogénicos, Giardia foi responsavel por
132 (40,6%) e Cryptosporidium por 165 (50,8%) destes surtos. Risebro et al. (2007)
relataram que, na Europa, mais da metade dos surtos por veiculacdo hidrica foram
associados aos mesmos protozoarios (29 surtos por Cryptosporidium e 2 por Giardia),
entre 1990 e 2005.

Assim, pesquisas para melhorar as técnicas de tratamento de agua e esgoto sao
uma necessidade, bem como o desenvolvimento de métodos rapidos, precisos, de boa
reprodutibilidade para deteccdo e enumeracdo desses parasitas. (CAREY et al., 2004;
JEX et al., 2008). Atualmente, o método 1623.1 (USEPA, 2012) é o método padréo para
analises de amostras de agua, aplicavel para aguas superficiais, subterraneas, agua
tratada, aguas minerais, de piscina e dguas recreacionais e se utiliza da filtracdo seguida
de separacdo imunomagnética (IMS) com posterior etapa de deteccdo de (oo)cistos por
imunofluorescéncia direta (PLUTZER et al., 2010; USEPA, 2012).

No entanto, de acordo com Bonatti et al. (2007), técnicas desenvolvidas para
enumerar (0o)cistos em agua, geralmente ndo sdo indicadas para amostras de esgoto.
Diferencas fundamentais entre agua e esgoto, incluindo o nimero de parasitas,
concentragdo de material particulado e natureza complexa faz com que se procure por
técnicas mais especificas (McCUIN; CLANCY, 2005; ROBERTSON et al., 2000).

Ainda ndo existe método exclusivo para aguas residuarias, e em inimeras
pesquisas sdo utilizados alguns métodos ou modificagdes a partir dos métodos:
floculacdo em solucdo de carbonato de calcio (VERSEY et al., 1993); modificacdes do
método 1622 da USEPA (1999a) para Cryptosporidium (McCUIN; CLANCY, 2005);
concentracdo da amostra por filtracdo (SHEPERD; WYN-JONES, 1995); centrifugagéo
e sem etapa de purificacdo (ROBERTSON et al., 2000), filtragio em membrana
(FRANCO et al., 2001), entre outros.
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Robertson et al. (2000) e Bonatti et al. (2007) relatam algumas caracteristicas
que métodos devem possuir para recuperacdo de (oo)cistos: rapidez, simplicidade, baixo
custo, bom resultado de recuperacao e pouca manipulacdo da amostra.

Assim, a partir de modificacGes de Robertson et al. (2000), foi proposta a tripla
centrifugacdo da amostra de esgoto bruto e tratado. Além disso, houve comparacao
entre este método com outros existentes: filtracio em membrana, desenvolvido por
Franco et al. (2001), seguida ou ndo por separacdo imunomagnética e centrifugacao
seguida de separacdo imunomagnética (modificado de McCUIN; CLANCY, 2005).

Por serem facilmente distinguiveis de cistos e oocistos j& presentes em amostras
de esgoto sanitéario, o kit ColorSeed® pode servir como importante ferramenta para
testar a performance de um método (McCUIN; CLANCY, 2005). A mudanca do filtro
da lente do microscopio permite clara diferenciacdo dos (oo)cistos inoculados os quais

sédo marcados com corante Texas Red, como mostra a figura 2.1.

Figura 2.1 - Cistos de Giardia (400x) - A: marcado com Texas Red (ColorSeed®); B: da prépria
amostra de esgoto. I. Filtro para FITC (450-490 nm); II. Filtro verde (510-550 nm).

2.2 - ESQUEMA GERAL DE ESTUDO

Foi avaliada a recuperacdo de (oo)cistos de Giardia e Cryptosporidium com
utilizacdo de kit ColorSeed em esgoto bruto e tratados (pos-tratamento secundario por
lodos ativados) através dos seguintes metodos:

o Tripla Centrifugacao;
o Centrifugagdo seguida de separa¢do imunomagnética (IMS);

o Filtragdo em membrana;
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o Filtracdo em membrana seguida de IMS.
Para melhor visualizacdo, a figura 2.2 representa o esquema geral dos ensaios.

Esgoto Bruto
(turbidez alta)

—— | Tripla Centrifugacéo

Tripla Centrifugacéo

Esgoto tratado ) N
Centrifugagéo + IMS

(turbidez média)

Filtracdo em Membrana

Esgoto tratado Filtracdo em Membrana

(turbidez baixa)

Py

Filtracdo em Membrana + IMS

Figura 2.2 - Esquema geral dos ensaios de recuperacdo de (oo)cistos com Kit ColorSeed®.

Este delineamento experimental foi proposto a fim de:

e 1 - Avaliar a implicacdo da turbidez na recuperacdo do método da tripla
centrifugacéo;

e 2 - Comparar a tripla centrifugacdo com dois métodos bastante utilizados
em trabalhos na area (centrifugacdo com IMS e a filtragdo em
membrana);

e 3 - Avaliar a remocdo de cistos de oocistos ap6s a introducdo da etapa de

IMS ap6s a filtragdo, em esgoto tratado com turbidez baixa.

2.3 - MATERIAL E METODOS

2.3.1 - Amostragem

As amostras de esgoto para estudo foram provenientes da ETE do campus da
USP em Séo Carlos, Brasil. Ela possui unidade de tratamento preliminar (gradeamento,
remocao de areia e de gordura) seguida de reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge
Blanket), o qual possui volume de 18,8 m® e operado com tempo de detencéo hidraulica
de 12 horas e, em escala piloto, sistema de tratamento de lodos ativados, que possui

volume de 1,2 m3 e foi operado com tempo de residéncia celular de 20 dias.
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As amostras foram coletadas em frascos de 1 litro previamente lavados,
desinfetados e enxaguados com solucdo de eluicdo — Tween 80 (0,1%; v/v) - e
analisadas, no maximo, em 24 horas ap0s coleta.

Primeiramente, todo material que entrou em contato com o0 esgoto bruto e
tratado - por exemplo, proveta, becker, erlenmeyers, tubos de centrifugacéo, tubos de
microcentrifugacdo, ponteiras - foi enxaguado com solugdo de eluicdo. O frasco de
coleta era invertido 20 vezes para homogeneizacdo e, caso a amostra apresentasse
materiais grosseiros, ela era filtrada previamente aos ensaios por filtro plastico com

tamanho de poro de 1,0 mm2,

2.3.2 - Ensaios de Recuperacao

Para a recuperacdo dos (oo)cistos utilizando o kit ColorSeed® (ColorSeed,
Biotechnology Frontiers Inc., Sydney, Australia), seguiu-se o protocolo do fabricante
para inoculacdo dos (oo)cistos marcados com 99 + 2,2 de Cryptosporidium e 99 £ 1,4
de Giardia. Brevemente, consistiu no acréscimo de 2 mL de solu¢do de Tween 20
(0,05%; v/v) no frasco com os (oo)cistos, leva-lo ao vértex e para depois inocular na
amostra. Porém, ao invés de realizar duas lavagens com 3 mL de &gua, como consta no
protocolo do fabricante, optou-se por realizar trés lavagens com 2 mL de &gua, por ser
mais facil a homogeneizacao.

Apds a inoculacdo do ColorSeed, seguiram-se os diferentes métodos de
centrifugagdo e filtragdo em membrana, com ou sem a utilizacdo de separagéo

imunomagnética, de acordo, principalmente, com a turbidez da amostra.

2.3.2.1 - Tripla Centrifugacao

2.3.2.1.1 - Amostra com turbidez elevada

Para efluentes com turbidez alta, com uma proveta foram retirados 50 mL de
amostra que foram colocados em frasco erlenmeyer. Houve acréscimo de 50 mL de
solugéo Tween 80 (0,1%) completando 100 mL. A amostra, entdo, foi homogeneizada
por 3 minutos com ajuda de agitador magnético. Esta e as outras etapas podem ser
acompanhadas na figura 2.3.

Em seguida, o volume foi igualmente dividido em dois tubos de centrifugacao
de 50 mL de capacidade, sendo realizada a primeira centrifugacdo (Centrifuge 5810,

Eppendorf) a 1500 x g por 15 minutos.
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Decorrido o tempo, o sobrenadante de cada tubo foi retirado, deixando volume
final de 5 mL, que foi levado ao vortex para homogeneizacdo do sedimento formado. O
volume de 5 mL dos dois tubos de centrifugacdo foi concentrado em apenas 1 tubo —
agora com 10 mL. O outro tubo, vazio, foi lavado com 2,5 mL de &4gua deionizada, duas
vezes - sendo este volume também repassado ao outro tubo de centrifugacdo, cujo
volume total final foi de 15 mL.

Segunda Centrifugacdo — a 1500 x g, por 15 minutos. Nova retirada de
sobrenadante, deixando apenas, aproximadamente, 0,5 mL no tubo de centrifugacéo.
Este volume foi levado ao vortex e repassado por meio de pipeta para tubo de
microcentrifugacgéo (1,5 mL de capacidade). O tubo de centrifugacdo foi lavado com 0,5
mL de &gua deionizada, sendo este volume também acrescentado ao tubo de
microcentrifugacdo, cujo volume final foi proximo a 1,0 mL.

Terceira Centrifugacdo — a 1500 x g, por 15 minutos. Nova retirada de
sobrenadante, deixando apenas 0,5 mL no tubo de microcentrifugacdo, que foi levado

novamente ao vortex e deixado “overnight” em geladeira — a temperatura de 5 a 10 °C.

ColorSeed 1* Centrifugagéo Retirada de sobrenadante
A{nostra Tween 80 (0,1%) Lavagem
50 ml 50 ml com 2‘5 mL
|:> =) de dgua
A deionizada.
Pellet
N\ repassado
Retirada de sobrenadante ﬂ
Lavagem
Retirada de sobrenadante com 0,5 mL
de agua
ﬁ deionizada. A“:I
Overnight { U <—— ' <= 15 mL
3* Centrifugacéo Pellet repassado 2" Centrifugacdo

Figura 2.3 - Esquema geral dos ensaios de tripla centrifugacdo em amostras de turbidez elevada

com o0 uso do Kit ColorSeed®.
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2.3.2.1.2 - Amostra com turbidez média

Para efluente com turbidez média, com uma proveta foi coletado um volume
maior, de 150 mL de amostra, que foram colocados em frasco erlenmeyer. Foram
acrescentados 50 mL de solugdo Tween 80 (0,1%), num total de 200 mL que foram
homogeneizados por 3 minutos com ajuda de agitador magnético. Esta e as outras
etapas podem ser acompanhadas na figura 2.4.

Em seguida, este volume foi igualmente dividido em quatro tubos de
centrifugacdo de 50 mL de capacidade, sendo realizada a primeira centrifugacdo a 1500
X g por 15 minutos.

Concluida a centrifugacdo, o sobrenadante de cada tubo foi retirado, deixando
um volume final de aproximadamente 1 mL. Este volume foi levado ao vortex para
homogeneizacdo do pellet formado. O volume de 1 mL de cada um dos quatro tubos de

centrifugacdo foi concentrado em apenas 1 tubo — agora com aproximadamente 4 mL.

ColorSeed ‘ 1" Centrifugagio ‘ Retirada de sobrenadante

Lavagem
com 1,5 mL
de dgua
deionizada.

Amostra Tween 80 (0,1%) -
150 ml 50ml

A = =

Retirada de sobrenadante

D@
v E:H I

’ Retirada de sobrenadante | LavagFem
com 0,5 mL
ﬁ de agua
deionizada.
Overnight <:|
{ U ' < 15 mL
3* Centrifugacio Pellet repassado 2* Centrifugaciio

Figura 2.4 - Esquema geral dos ensaios de tripla centrifugacdo em amostras de turbidez média

com o uso do Kit ColorSeed®.

Os outros trés tubos, vazios, foram lavados com 1,5 mL de agua deionizada,

duas vezes - sendo este volume também repassado ao outro tubo de centrifugacdo que ja
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se encontrava com 4 mL. As vezes foi necessario acréscimo de agua deionizada para se
obter volume final sempre de 15 mL.
A segunda e terceira centrifugacbes foram realizadas como relatado

anteriormente para amostra com turbidez elevada - item 2.3.2.1.1.

2.3.2.2 - Centrifugacdo seguida de Separacdo Imunomagnética (IMS)

A separacdo imunomagnética foi incluida no procedimento de centrifugacédo
com o intuito de melhorar a recuperacdo de cistos e principalmente, de oocistos, da
amostra com turbidez média; sendo um método modificado de McCuin e Clancy
(2005). Para isso, 150 mL de efluente e 50 mL de solugdo Tween 80 (0,1%) foram
misturados e homogeneizados. O volume foi igualmente dividido em 4 tubos de
centrifugacdo e centrifugados a 1500 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi retirado,
deixando 0,5 mL em cada tubo. Esses volumes foram concentrados em um s6 tubo. Em
cada um dos outros trés tubos foram realizadas duas lavagens com 0,5 mL de agua
deionizada, para um volume total de 5 mL, o qual foi levado ao vortex e deixado em
geladeira overnight, entre 5 e 10° C.

Prosseguiu-se com a IMS: primeiramente passando o volume do tubo de
centrifugacdo para o tubo de Leighton (tubo com lado plano). Depois, o tubo de
centrifugacdo foi lavado duas vezes com 2,5 mL de &gua deionizada e o volume
também repassado para o tubo de Leighton. A partir desse momento foi seguido o
protocolo do fabricante dos Dynabeads (Dynal CG — Combo anti-Cryptosporidium &
Giardia, Invitrogen Dynal AS, Norway), de acordo com o item 2.3.3.

2.3.2.3 - Filtracdo em membrana

Este método foi modificado de Franco et al. (2001). Primeiramente, todo o
equipamento de filtracdo foi enxaguado com solugéo de eluicdo - Tween 80 (0,1%). A
membrana de ésteres mistos de celulose com porosidade de 3 um (47mm de didmetro,
Millipore) foi colocada no suporte de filtragdo e preparada com algumas gotas da
solucéo de eluicdo (aproximadamente 1 mL) em quantidade suficiente para molha-la.
Em seguida, volume de amostra de baixa turbidez, necessario para colmatar a
membrana, foi coletado com uma proveta e filtrado por bomba de vacuo (Marconi) com
fluxo de 4 L.min-1 e pressdo de - 500 mm Hg. Algumas etapas deste ensaio podem ser

acompanhadas na figura 2.5.



91

Terminada a filtracdo, a membrana foi retirada do suporte de filtracdo e
transferida para placa de Petri com 5 mL de solucéo de eluicdo - Tween 80 (0,1%), onde
se procedeu a raspagem com alca plastica durante 10 minutos. Em intervalos
intermediarios de aproximadamente 3 minutos, foi retirado o volume aplicado de 5 mL
e realizado enxague com outros 5 mL de solu¢do de Tween 80 (0,1%) - duas vezes -
obtendo-se um volume final de 15 mL, que foi transferido para tubo de centrifugagéo.

Legenda:

L, II e III: Lavagem do aparelho de filtragdo, membrana e proveta com
solu¢do de elui¢do (Tween 80 0,1%). respectivamente;

IV:: filtragdo da amostra;

V: membranas apos filtragdo;

VI: raspagem da membrana com alca plastica;

VII: amostra antes e apds centrifugag¢do a 1050 x g;

VIII: amostra em tubos de microcentrifugagéo.

Figura 2.5 - Algumas etapas do ensaio de filtragdo em membrana em amostras de turbidez

média e baixa com o uso do Kit ColorSeed®.

Foi realizada a primeira centrifugacdo - 1050 x g por 10 minutos, com retirada
do sobrenadante, deixando os 5 mL restantes no tubo de centrifugacdo. A amostra foi
levada ao vértex, com acréscimo, logo em seguida, de 10 mL de &gua deionizada. Ap6s
a segunda centrifugacdo - 1050 x g por 10 minutos - foi retirado o sobrenadante
deixando apenas 0,5 mL, o qual foi repassado a um tubo de microcentrifugacéo.
Procedeu-se uma lavagem do tubo de centrifugacdo com 0,5 mL de agua deionizada,

sendo este volume também transferido ao tubo de microcentrifugacdo. Houve assim, a
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terceira centrifugacdo, também a 1050 x g por 10 minutos e retirada de sobrenadante
deixando apenas 0,5 mL no tubo de microcentrifugagcdo. Este volume foi levado ao
vortex e deixado overnight em geladeira — a temperatura de 5 a 10°C - para, SO assim,
realizar a etapa de deteccéo.

Quando foi seguida por IMS, para amostras com turbidez baixa, primeiramente
foi repassado o volume do tubo de microcentrifugagéo para o tubo de Leighton (tubo
com lado plano). Depois, 0 tubo de microcentrifugacdo foi lavado trés vezes com 1,0
mL de agua deionizada e o volume também repassado para o tubo de Leighton. Depois
foram adicionados mais 6,5 mL ao tubo de Leighton, pois segundo o protocolo do
fabricante, sdo necessarios 10 mL de amostra para a fase de IMS. A partir desse
momento foi seguido o protocolo do fabricante dos Dynabeads (Dynal CG — Combo
anti-Cryptosporidium & Giardia, Invitrogen Dynal AS, Norway) , de acordo com o
item 2.3.3.

2.3.3 - Separacao Imunomagnética (IMS - Immunomagnetic Separation)

A separacdo imunomagnética serve para purificar as amostras, capturando cistos
e oocistos e os separando de interferentes. Para efetua-la, foi seguido o procedimento
descrito a seguir, também relatado em Medeiros (2010):

o Primeiramente, o Kit de IMS (Invitrogen Dynal AS, Norway) era
retirado da geladeira para ficar a temperatura ambiente.

o O volume da etapa anterior, de concentragdo, seja por centrifugacdo ou
filtracdo em membrana, foi passado ao vortex e despejado em um tubo
de lado plano (T.p) (Dynal® L10 tubes CAT n° 740.03, Invitrogen Dynal
AS, Norway), previamente enxaguado com solucdo Tween 80 (0,1%).

o Procedeu-se, por conseguinte, uma dupla lavagem no tubo de centrifuga
com 2,5 mL de agua deionizada, sendo o volume das lavagens repassado
ao Tpp, como relatado no item 2.3.2.2; ou trés lavagens no tubo de
microcentrifuga com 1,0 mL de &gua deionizada e adicdo de 6,5 mL
também de agua deionizada, como relatado no item 2.3.2.3. Por fim,
deve haver, ao final, 10 mL de amostra.

o Foram acrescentados: 1 mL de cada um dos dois tampdes (A e B)

presentes no Kit de IMS; 100uL dynabeads anti-Giardia e 100uL anti-
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Cryptosporidium, de acordo com o protocolo do fabricante (Dynal CG —
Combo anti-Cryptosporidium & Giardia).

Os T.p foram encaminhados ao misturador de amostras (Dynabeads®
Sample Mixer, Invitrogen™ USA) por uma hora a uma velocidade de 18
rpm em temperatura ambiente (figura 2.6a).

Depois de transcorrido o tempo, os T.p foram levados ao concentrador
de particulas magnéticas (Dynal MPC — 1,Cat. n°® 120.01D; Invitrogen
Dynal AS, Norway), onde foram feitas rotacdes de 90° por 2 minutos;
sendo aplicada, em média, uma rotacdo por segundo. Este procedimento
tem o intuito de capturar os dynabeads, ligados aos protozoérios, pelo
ima (figura 2.6,b e c)

O tubo foi entdo invertido, para descarte do sobrenadante, mantendo o
seu lado plano voltado para cima.

Em seguida, o T.p era desacoplado do MPC-1 e foram realizadas duas
lavagens de 0,5 mL com tampao A do proprio kit diluido a 10 vezes.

Os volumes de cada tubo foram coletados por pipetas Pasteur e
transferidos para tubos de microcentrifuga.

Os tubos de microcentrifuga eram colocados em outro concentrador de
particulas (MPC — S, Cat. n°120.20D, Invitrogen Dynal AS, Norway), ja
com a faixa magnética no local. Em seguida, eram agitados por 1 minuto
fazendo um angulo de 90° (figura 2.6d).

O sobrenadante era aspirado e descartado. Apds esta acdo, a fita
magnética do concentrador de particulas era retirada, para a realizacdo da

dissociacdo acida dos (00)cistos.



Legenda:

a: Misturador de amostras

b: Tubo de parede plana em MPC-1
c. Tubo de parede plana com
“mancha” de  dynabeads +

MeR|FLUOR (oo)cistos
d: Tubos de microcentrifuga em
m MPC-S
e: Lamina com amostra no pogo
(esquerda)
Figura 2.6 — llustracdo de algumas etapas da separagd0 imunomagnética (IMS),

2.3.3.1 — Dissociacao &acida de (oo)cistos

25 pL. Cada etapa consistiu em:

utilizada na recuperacéo de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium.

A dissociacéo foi realizada em duas etapas a fim de se aumentar a porcentagem
de recuperacdo de (oo)cistos, como é proposto pelo método 1623 (USEPA, 2012). Na

primeira etapa eram adicionados 50 pL de acido cloridrico (0,1 N) e na segunda etapa

o Apbs a adicdo de acido, os tubos de microcentrifuga foram agitados em

vortex por 10 segundos, tendo-se o cuidado de o material ndo atingir a

tampa, e colocados no concentrador de particulas magnéticas (MPC — S)

sem a fita magnética.

o Decorridos 10 minutos em repouso, na posi¢do vertical e em temperatura

ambiente, levou-se ao vortéx novamente por 10 segundos.

o Os tubos de microcentrifuga voltavam para o concentrador de particulas

(MPC — S), no qual era inserida a fita magnética, mantendo-os em

repouso por, no minimo, 10 segundos.

Ocorria, assim, a preparacdo das placas, presentes no kit Merifluor (Meridien

Bioscience Diagnostics, Cincinnatti, Ohio) utilizado para deteccdo de (oo)cistos:
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adicionavam-se 7,5 pL de hidroxido de sodio (1 N) nos pogos (wells) das placas — cuja
finalidade era neutralizar os 75 pL de acido (50 + 25 pL das duas etapas de
dissociacdo), e depois se transferia o sobrenadante dos tubos de microcentrifuga para os
pocos das laminas (figura 2.6e).

Apos a etapa de IMS, as placas ficavam em repouso até as amostras secarem em
temperatura ambiente (aproximadamente 4 horas), para assim, se dar inicio a etapa de

deteccdo e identificacdo de cistos e oocistos.

2.3.4 - Ensaio Controle - Negativo

Quanto ao controle negativo, foram realizados trés ensaios intercalados aos
ensaios de recuperacdo, para averiguar se houve contaminacdo no decorrer do
procedimento. Neste caso, ao invés de amostra de esgoto, todo o procedimento foi
realizado com amostra de agua deionizada: ausente de protozoarios. Nos ensaios

controle - negativo ndo foram encontrados (00)cistos.

2.3.5 - Deteccdo e ldentificacdo

A detecgdo e identificacdo dos (oo)cistos foram realizadas por Reacdo de
Imunofluorescéncia Direta (RID) com o kit Merifluor.

A amostra que ndo passava por IMS, e estava em tubo de microcentrifugacéo,
foi levada ao voértex por 2 minutos e invertida 3 vezes para homogeneizacdo. Dela,
foram retirados 50 pl de amostra, com micropipeta previamente enxaguada com
solugéo de eluicdo (Tween 80 (0,1%)), sendo transferidos para po¢o da placa. Essas
placas ficavam em repouso até as amostras secarem em temperatura ambiente
(aproximadamente 2 horas).

A amostra apds secar em temperatura ambiente era fixada com metanol absoluto
(20 a 50 pL) por 10 minutos. Em seguida, aplicava-se uma gota do fluido de deteccéo e
uma gota do contra-corante, ambos presentes no kit Merifluor. A placa era levada para
camara Umida, no escuro, a 37°C por 30 minutos.

Para lavagem, aplicavam-se 100 uL. de agua deionizada no pogo da placa, e a
mesma foi inclinada a 45°. Aplicava-se uma gota de meio de montagem presente no Kit
Merifluor e, por fim a laminula era colocada.

A contagem de (oo)cistos no poco foi realizada sempre respeitando o prazo

maximo de 7 dias (USEPA, 2012), utilizando microscépio de epifluorescéncia



96

(Olympus BX51), com aumento de 300 a 800 vezes. A contagem foi feita conforme
proposto por Cantusio Neto (2004), usando-se a equagéo 2.1:

n° de (oo)cistos detectados x 10¢ x volume total do sedimento (mL.) (2.1)

volume de sedimento na lamina (pl.) x volume da amostra (ml.)

Para a técnica de RID: foi avaliada a presenca de estruturas esféricas de 4 a 6 um
— oocisto; e ovodides de 8 a 18 um de comprimento por 5 a 15 um de largura — cisto. A
parede deveria mostrar fluorescéncia verde-maca brilhante, sem poros ou apéndices e

apresentar sutura do (oo)cisto visivel (exibindo forte fluorescéncia).

2.3.6 - Anélise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizando o software STATISTICA 7.0

(StatSoft Inc., 2004). Diferencas significativas entre as médias de recuperacdo dos
métodos foram determinadas de acordo com ANOVA (One Way Analysis of Variance)
com aplicacdo do teste t de Student, baseado na hipdtese nula de médias iguais de
recuperacdo para os métodos. Em todos os testes, valores de p menores que 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.

2.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos ensaios de recuperacao estdo apresentados na tabela 2.1.

O método da tripla centrifugacdo forneceu as maiores médias de recuperagdo
para cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium nas amostras de elevada e média
turbidez (ensaios 1 ao 4, da tabela 2.1). Apesar de a recuperagédo de cistos ter sido de
85% para efluente de elevada turbidez e 62,5% para média turbidez, ndo houve
diferenca estatistica (p = 0,0633); 0 mesmo ocorreu para a recuperacdo de oocistos, em

relacdo a recuperacao em elevada turbidez (20,0%) e em media turbidez (17,5%).
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Tabela 2.1 - Porcentagem de recuperacdo por ColorSeed de cistos de Giardia e oocistos de

Cryptosporidium em esgoto bruto e tratado.

) ) Recuperacdo de Recuperacdo de
_ Turbidez Método ) _
Ensaio ] Cistos Oocistos
(uT) (n° repeticdes) o o
(Média = DP) (Media £ DP)
1 165 TC (4) 85,0 (£ 12,9) 20,0 (£ 8,2)
2 23,8 TC (4) 62,5 (£ 15,0) 17,5 (= 5,0)
3 23,8 FM (4) 35,0 (£5,8) 12,5 (x 5,0)
4 23,8 C+IMS (4) 275 (x4,1) 7,0 (£2,6)
5 6,5 FM (4) 67,5 (x 12,6) 22,5 (x 15)
6 6,5 FM+IMS (4) 47,8 (£5,7) 35,3 (£ 6,1)

Nota: TC: tripla centrifugacdo; FM: filtracdo em membrana; C: centrifugacdo; IMS: separagdo

imunomagnética; DP: desvio padréo; uT: unidade de turbidez.

Ao se comparar os trés metodos utilizados para turbidez média (ensaios 2, 3 e 4,
da tabela 2.1), a tripla centrifugacdo mostrou melhor recuperacdo para Giardia que 0s
métodos da filtracdo em membrana (p = 0,0141) e centrifugacdo com IMS (p = 0,0041).
No entanto, na recuperacdo de oocistos de Cryptosporidium, a tripla centrifugacao
apresentou melhor desempenho em relacdo apenas a adi¢do da etapa de IMS (p =
0,0097); pois quando comparada a técnica de filtragdo em membrana, o teste t ndo
mostrou diferenca estatistica (p = 0,2070). Pode-se constatar ainda que nao houve
diferenca estatistica entre a técnica de filtracdo em membrana e a centrifugacdo seguida
de IMS, para Giardia (p = 0,0789) e para Cryptosporidium (p = 0,0984), conforme
tabela 2.2.

Tabela 2.2 - Comparagdo Estatistica dos métodos para recuperacéo de (0o)cistos no efluente de

média turbidez.

Metodo Giardia Cryptosporidium
Tripla Centrifugacao a a
Filtracdo em Membrana b ab
Centrifugacédo + IMS b b

Nota: IMS: separacdo imunomagnética; Letras iguais nas colunas - sem diferenca estatistica.
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Na anélise dos métodos utilizados para amostras com turbidez baixa (ensaios 5 e
6 da tabela 2.1), a utilizacdo da separa¢cdo imunomagnética acarretou menor recuperagao
média de cistos, com diferenca estatistica (p = 0,0288). No entanto, aumentou a
porcentagem de recuperacdo de oocistos de 22,5 para 35,3%, apesar de o teste t ndo ter
verificado diferenca entre as médias (p = 0,1662).

Pode-se constatar também a influéncia da turbidez nos ensaios de filtragdo em
membrana (ensaios 3 e 5, da tabela 2.1) com maiores porcentagens de recuperacdo em
turbidez baixa. Os resultados, quando comparados, apresentaram diferenca estatistica
para a recuperagdo de cistos de Giardia (p = 0,0288); porém, isso ndo ocorreu para
oocistos de Cryptosporidium (p = 0,1662).

Verifica-se também que cistos de Giardia foram mais facilmente recuperados
que os oocistos de Cryptosporidium na turbidez meédia, quando os trés métodos
mostraram diferenca estatistica (p = 0,0013; 0,0011; 0,0002) para tripla centrifugacéo,
filtracdo em membrana e centrifugacdo seguida de IMS, respectivamente. Esta mesma
afirmacdo também se confirmou no efluente com turbidez elevada (p = 0,0001) e
turbidez baixa (p = 0,0238).

Segundo McCuin e Clancy (2005), a recuperagdo promovida com ColorSeed
parece mostrar uma estimativa conservadora da capacidade de recuperagdo de um
método e nenhuma diferenca estatistica foi observada ao testar a recupera¢do com
ColorSeed e oocistos vivos nos diferentes tipos de efluentes testados.

A interpretacdo e comparacdo de dados entre varios estudos sobre protozoarios
patogénicos é dificil devido a diferentes procedimentos, amostragem, concentracao e
status epidemiologico da populacdo (MONTEMAYOR et al., 2005).

Robertson et al. (2000), a partir do conceito de "pequeno volume, sem etapa de
purificacdo", recuperaram, para esgoto bruto: Giardia (79 * 32 %) e Cryptosporidium
(81 + 21%), e para esgoto tratado: Giardia (81 + 27%) e Cryptosporidium (89 + 10%).
Ao comparar com o método da tripla centrifugacdo, para Giardia, pode-se inferir que
ndo houve diferenga na recuperacdo; o que nao poderia ser afirmado com relagédo ao
Cryptosporidium, que foi recuperado no presente estudo no maximo em 35,3%.

McCuin e Clancy (2005) realizaram modificagdes do método 1622 (USEPA,
1999a) para recuperar oocistos de Cryptosporidium em aguas residuérias. Com volume
de amostra estudado (250 mL), estes pesquisadores recuperaram, utilizando ColorSeed,

23,5 + 13,8% dos oocistos inoculados em esgoto bruto, 36,2 £ 11,4% em efluente
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primario e 30,4 + 17,5% para efluente secundario; valores proximos aos encontrados
neste trabalho.

Montemayor et al. (2005) seguiram procedimento de Sheperd e Wyn-Jones
(1995), com algumas modificacGes, para analisar Cryptosporidium em esgoto bruto e
efluente secundério. A amostra passava por filtracdo mais grosseira (30 um porosidade)
para remover particulas, para assim ser filtrada em filtros de acetato de celulose com 1,2
pum porosidade, seguida de centrifugacdo (1500 x g, 10 minutos) e posterior IMS. Com
esse procedimento a recuperacdo foi de 60 + 18%. Ao utilizarem efluente terciario e
aplicarem o método 1623 da USEPA (1999b) a recuperacdao foi de 33,6 = 20,2%.
Também foi utilizado para este efluente floculagdo com carbonato de célcio (VESEY et
al., 1993), com recuperacdo de 40,5 + 24,5% de oocistos.

Os valores encontrados neste trabalho também estdo proximos aos relatados por
Ottonson et al. (2006), que utilizaram o método 1623 (USEPA, 2005) com algumas
modificagdes: volume de 50 a 100 mL para esgoto bruto e de 300 a 600 mL para esgoto
tratado; centrifugacdo da amostra a 2000 x g por 10 minutos. Esses autores relataram
recuperacdo, em esgoto bruto, de 22 + 1,5% para Giardia e 15 + 4,6% para
Cryptosporidium. Em esgoto tratado a recuperacao foi de 25 + 12% para Giardia e 39 +
13% para Cryptosporidium.

O método da membrana filtrante faz uso de menos etapas para concentrar a
amostra que o método de centrifugacdo seguido por IMS; porém, a raspagem da
membrana pode ndo alcancar todos os (0o)cistos que permearam a membrana durante a
filtracdo. De acordo com Carey et al. (2004), a recuperacdo de (oo)cistos na filtragdo
pode ser afetada por alta turbidez da amostra, 0 que torna impraticavel a filtracdo de
esgoto bruto devido ao rapido entupimento da membrana; no entanto, pode ser usada
para efluentes tratados (ROBERTSON et al., 2000).

Bonatti et al. (2007) modificaram o método de Robertson et al. (2000) com o
uso 5 mL de amostra, com etapa de centrifugacdo apenas. Este método com menos
manipulagdo da amostra e de baixo custo apresentou recuperacdo de Giardia de 43,7 =
31,6% e para Cryptosporidium de 13,6 £ 12,8%; valores um pouco menores gque 0S
encontrados na tripla centrifugacéo.

O esgoto sanitario possui composicdo complexa com inimeros interferentes,
sendo assim, é possivel que a baixa recuperagdo para o método com utilizagdo de IMS,
neste estudo, seja devido a grande manipulacdo da amostra com varias transferéncias de

tubos e inUmeras etapas necessarias para 0 procedimento que aumentam as perdas de



100

(oo)cistos (ROBERTSON et al.,, 2000; BONATTI et al.,, 2007). Até mesmo ha a
possibilidade de ocorrer menor recuperacdo de (oo)cistos de acordo com a idade do kit
Dynal utilizado (HU et al., 2004).

Neste contexto, a tripla centrifugacdo se apresenta como método promissor por
ser répido, barato (ap6s se obter uma centrifuga) e simples, sem muitos detalhes. No
entanto, esta técnica apresenta limite de deteccdo mais elevado, o que pode ndo ser
favoravel quando o nimero de (oo)cistos € baixo (ROBERTSON et al., 2000), como € o
caso de efluentes tratados. N@o obstante, para esse tipo de efluente, o método por

membrana filtrante se mostrou mais eficaz.

2.5 - CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que:

v" O método por tripla centrifugacdo seguido por RID pode ser aplicado
para efluentes com elevada e média turbidez, apresentado boas
porcentagens de recuperacgdo, principalmente, de cistos de Giardia.

v" Oocistos de Cryptosporidium sdo mais dificeis de recuperar que cistos de
Giardia em matrizes complexas como 0 esgoto sanitario, mesmo tratado.

v' A separacdo imunomagnética auxilia na captura, principalmente, de
oocistos em amostras com turbidez baixa, além de ajudar na visualizacado
com a retirada de grande parte do material particulado presente na
amostra. No entanto, € uma etapa trabalhosa, com muitos detalhes, e

onerosa.
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Capitulo 3

Remocao de cistos de Giardia e
oocistos de Cryptosporidium em
ETE- piloto

O intuito deste capitulo foi avaliar a remogéo de cistos de Giardia spp. e
oocistos de Cryptosporidium spp. em uma ETE - piloto, e verificar se coliformes totais,
Escherichia coli e Clostridium perfringens sdo bons indicadores para esses

protozoarios.
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3.1- INTRODUCAO

3.1.1 - Presenca de protozodrios em aguas superficiais

Cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium sdo detectados em aguas
superficiais devido ao descarte de efluentes domésticos, tratados e ndo-tratados, dguas
pluviais provenientes de areas agricolas (poluicdo difusa), chegando a mananciais
utilizados para balneabilidade, abastecimento, irrigacdo, dessedentacdo de animais,
vindo a manter o ambiente sempre contaminado (MEDEMA et al., 1997; CARRARO et
al., 2000; HACHICH et al, 2004; KISTEMANN et al., 2012).

S&o vérios os estudos na literatura referentes a presenga desses protozoarios
patogénicos em &guas superficiais, algumas utilizadas como fonte de abastecimento; e

também em &gua ja tratada, como pode ser visualizado na tabela 3.1.

Tabela 3.1 - ConcentracGes de (oo)cistos de protozoarios encontradas em aguas superficiais.

Concent-ra(;é_o Media Concentra(;éc-) Média Referéncia Bibliografica
Giardia Cryptosporidium
400 a 2800/ 100 litros 600 a 1200/ 100 litros ~ Payment e Franco (1993)
4 a 58/ litro 16 a 150/ litro Hashimoto et al. (2002)
2 al40/ litro 4 a 510/ litro Bastos et al. (2004)
0a521/litro 0a20/litro Hachich et al. (2004)
16 a 40/ litro Machado (2006)
0a22/100 litros 0a4/100 litros Kistemann et al. (2012)
0a3,8/litro 0a30/litro Haramoto et al. (2012)
0a2,29/10 litros 0a5,49/10 litros Xiao et al. (2013)
0 a 4000/ 100 litros 0a 2000/ 100 litros Gallas-Lindemann et al. (2013)
0,1a97/litro 0,1a6/litro Sato et al. (2013)

Os casos relatados sdo extremamente preocupantes, tanto do ponto de vista de
tratamento e abastecimento de agua potavel, quanto & degradacdo e contaminagdo da

bacia hidrografica na qual se inserem 0s mananciais.

3.1.2 - Microrganismos Indicadores

A determinacdo quantitativa de patdgenos, como Cryptosporidium e Giardia,

demanda tempo, estd sujeita a variaveis porcentagens de recuperacdo, é trabalhosa,
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requer técnicos treinados, sendo um monitoramento dificil devido também a pouca
concentracdo de (oo)cistos no final do tratamento de dgua (HACHICH et al., 2004;
MOZOUA; CHAUVEHEID, 2005).

Em vista das inumeras doencas relacionadas com contaminacdo hidrica,
necessitou-se de mensurar a poluicdo fecal para, assim, poder associa-la a uma
magnitude do risco em se contrair uma infecgéo.

A partir desse momento, foram procurados microrganismos gque atendessem as
seguintes caracteristicas: ser exclusivamente fecal, ndo se reproduzir no ambiente
externo ao hospedeiro; ser mais resistente que 0s organismos patogénicos as etapas de
tratamento de agua e esgoto, e aos desinfetantes; facil, rapida e barata deteccdo; estar
em maior nimero que 0s patogénicos; ndo ser patogénico (NIEMINSKI et al., 2000;
TOLLON et al., 2005; BRASIL, 2006; STANDRIDGE, 2008).

O uso de bactéria como indicador de qualidade da &gua data de 1880, quando
Von Fritsch descreveu a Kilebsiella penumoniae e rhinoscleromatis como
microrganismos constantemente encontrados em fezes humanas (Geldreich, 1978 apud
Ashbolt et al., 2001). Em 1907, Winslow e Walker observaram que Bacillus coli,
descrito por Escherich em 1885, apresentava origem fecal.

Um microrganismo ideal que contenha todas as caracteristicas pré-relacionadas €
praticamente impossivel de ser encontrado. Os principais microrganismos utilizados
como indicadores de poluicdo de origem fecal sdo: coliformes totais, coliformes
termotolerantes, Escherichia coli, Enterococci faecal, Clostridium perfringens,
colifagos, contagem de bactérias heterotroficas (NIEMISKI, 2000; BASTOS et al.,
2003; ASHBOLT et al., 2001; HACHICH et al., 2004; SAVICHTCHEVA,; OKABE,
2006).

As definicBes desses principais microrganismos indicadores estdo explicitas
abaixo (APHA, 2005; TALLON et al., 2005; WHO, 2006):

» Coliformes Totais: bactérias gram-negativas, ndao formadoras de esporos,
aerobios ou anaerobios facultativos, oxidase-negativos, fermentam lactose (com
B-galactosidase) a acido, aldeido e gas, num periodo de 24-48 horas, a 36 + 2 °C.
A maioria das bactérias desse grupo pertence aos géneros: Escherichia,
Citrobacter, Klebsiella e Enterobacter.

» Coliformes Termotolerantes: subgrupo de coliformes os quais produzem gas e
acido a partir da lactose, a 44,5 £ 0,2 °C, num intervalo de tempo de 24 * 2h.

Possui como principal representante a Escherichia coli.



104

» Escherichia coli: coliforme termofilico que produz indol a partir de triptofano,
fermenta a lactose e o manitol, com producdo de &cido e gés a 44,5 + 0,2 °C,
num intervalo de tempo de 24 + 2h. Nao hidrolisa a uréia e apresenta atividade
das enzimas [-galactosidase e P-glicoronidase. Estudos de caracterizacao
mostraram que 94% de coliformes termotolerantes em fezes humanas eram
Escherichia coli.

» Enterococci faecal: todas as bactérias do grupo de Streptococci faecal que se
mostram tolerantes as condicdes adversas de crescimento com: presenca de
6,5% de NaCl, pH 9,6, e nas temperaturas de 10° e 45°C.

» Clostridium perfringens: bactérias gram-positivas, formados de esporos, nao
moveis, estritamente anaerdbias, sulfito redutoras, fermentam lactose, sucrose e
inositol com producdo de gas. Extremamente resistentes ao estresse ambiental.

» Colifagos: virus que infectam E. coli, via parede celular. Sdo resistentes as
adversidades do ambiente, e também, de certo modo, a desinfec¢do. As
linhagens MS2 e f2 tém mostrado resisténcia a inativacdo em ambientes naturais
e nos processos de tratamento de esgoto.

» Contagem de bactérias heterotroficas: determinagdo da densidade de bactérias
que sdo capazes de produzir unidades formadoras de colonias (UFC), na
presenca de compostos organicos contidos em meio de cultura apropriado, a
35,0 £ 0,5°C, em 48 horas.

Outro indicador ¢ a turbidez: caracteristica fisica da agua resultante da presenca
de particulas em suspensdo e expressa a interferéncia a passagem de luz através do
liquido. No entanto assume papel de indicador sanitario, pois sua remocdo indicaria a
remocao de particulas em suspensdo, incluindo (oo)cistos de protozoarios. Além disso,
elevados valores de turbidez podem levar a protecdo de organismos patogénicos na
desinfeccdo pelos sélidos presentes em suspensao.

Mozoua e Chauveheid (2005), ao avaliarem a eficiéncia do tratamento de agua
para abastecimento, propuseram como indicadores microbioldgicos: virus bacterianos e
bactérias esporuladas (aerébias e Clostridium perfringens). Estes microrganismos se
mostraram 0S mais promissores, por apresentarem resisténcia a desinfeccdo quimica

similar a Cryptosporidium e Giardia.
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Payment e Hunter (2001) ao verificarem a associagdo de coliformes antes e
durante surtos com os agentes etioldgicos e tipos de processos de tratamento de agua,
concluiram que coliformes sdo indicadores mais adequados para bactérias e virus.

Tollen et al. (2005) encontram associacdo entre Clostridium perfringens e
Cryptosporidium e Giardia em aguas superficiais, mas ndo em aguas contaminadas por
esgoto ou &gua tratada. Relatam ainda a necessidade de maiores entendimentos sobre o
ciclo de vida dos microrganismos, sobrevivéncia e persisténcia em sistemas de
abastecimento de agua.

Segundo Heller et al. (2007), existe a necessidade de pesquisa em indicadores
fisicos e microbioldgicos para avaliar a eficiéncia dos processos de tratamento de esgoto

guanto a remocéo de patdgenos.

3.1.3 Tratamento de Esgoto

O lancamento de esgoto in natura em corpos d’adgua é um dos principais
problemas de salde publica e investimentos em relso de aguas residuarias devem fazer
parte de metas de gestdo de recursos hidricos (ROSE, 2007).

A concentracdo de microrganismos patogénicos existente no esgoto pode ser
muito grande, o que representa risco direto a popula¢do quando langcado em um curso
d’a4gua. Na tabela 3.2 estdo apresentadas as concentracdo de (oo)cistos no esgoto,
descritos por diferentes autores.

Segundo Plutzer et al. (2010), o tratamento efetivo do esgoto é critico para
manter a seguranca a Saude Publica contra infecgdes por Giardia, devido a protecdo das
fontes hidricas da contaminacgéo dentro do conceito de "barreiras multiplas".

Robertson et al. (2000) estimaram, através de tratamento de esgoto primario e
secundario, a remocdo de 60 a 90% para cistos de Giardia, e de 10 a 90% para oocistos
de Cryptosporidium. Inimeros fatores podem afetar a remocéo incluindo propriedades
dos préprios microrganismos, o tipo de tratamento e interacfes entre patdgenos e o
tratamento.

Cheng et al. (2009) constataram remogdes de 64 a 99% de Cryptosporidium e 98
a 100% de Giardia em diferentes ETEs. Os mesmos autores afirmam que avaliar o
comportamento microbioldgico de (oo)cistos permite o entendimento do grau de
estabilizacdo e sanidade do efluente tratado apos as diferentes etapas de tratamento de
esgoto, e alertam para a infectividade dos (oo)cistos encontrados nos efluentes finais

pesquisados.



106

Tabela 3.2 - Concentragdo de (oo)cistos de Giardia e Cryptosporidium encontrada no esgoto

doméstico.
Concen.tra(;'éo Média Concentragéo.Média Referéncia Bibliografica
Giardia Cryptosporidium
3,9 x 10°/ 100 litros 3,7 x 10°/ 100 litros Rose et al. (1996)
50 a 8386/ litro 22 a 395/ litro Robertson et al. (2000)
431/ 100 litros 1042 /100 litros Cardoso et al. (2003)
1 x 10°/ litro 6 x 10*/ litro Cantusio Neto et al. (2006)
18 a 8480/ litro 1a80/litro Lim et al. (2007)
280,9 / litro 45,7 [ litro Reinoso et al. (2008)
2 a 390/ litro 79 a 2469 / litro Castro-Hermida et al. (2008)
2,58 a 8,21 x 10*/ litro 1,58 22,39 x 10°/ litro  Wen et al. (2009)
130 a 3600 / litro 33 a 600/ litro Fu et al. (2010)
2 a 14400/ litro 1a80/litro Castro-Hermida et al. (2010)
- 50 a 1280/ litro Ajonina et al. (2012)
0a 2436/ litro 0a 1745/ litro Gallas-Lindemann et al. (2013)

O reator UASB que, de acordo com Chernicharo (1997), apresenta baixo custo,
simplicidade operacional e baixa producdo de sélidos e sdo cada vez mais frequentes
como alternativas de tratamento de &guas residudrias no Brasil. Existem mais de mil
reatores UASB instalados no mundo (TIWARI et al., 2006), entretanto, existem poucas
referéncias bibliograficas que abordam a remocdo ou inativacdo de microrganismos
patogénicos, entre eles, Giardia e Cryptosporidium, por reator UASB.

O tratamento anaerdbio promovido pelo reator UASB muitas vezes ndo
consegue atingir os requisitos para lancamento de efluentes impostos na legislagdo com
relacdo a remocdo de matéria organica; havendo, portanto, necessidade de pos-
tratamento (TONETT]I, 2004). Vérias ETEs fazem uso do lodo ativado como tratamento
secundario aerébio com bons resultados quanto a qualidade do efluente (VAN
HAANDEL; MARAIS, 1999).

Outro processo de pos-tratamento de efluentes é a filtracdo lenta. Ela é
primeiramente um processo bioldgico, uma vez que ha atividade bioldgica no biofilme
aderido ao leito filtrante, mas também atua como processo fisico e quimico de
tratamento, através do “peneiramento” e da adsorcdo de compostos pela areia

(JORDAO; PESSOA, 2005; TONETTI, 2004).
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Sistemas de tratamento como os lodos ativados e a filtragdo em areia podem
também remover turbidez do efluente, o que contribui para um posterior etapa de
desinfeccéo.

As ETEs sdo usualmente projetadas para remog¢édo de carga organica - DBO e
DQO - e raramente, tem-se atencdo para microrganismos patogénicos (HASSEN et al.,
2000; KOIVUNEN et al., 2003). De acordo com Langenbach et al. (2010), a tecnologia
de filtracdo lenta em areia € utilizada ha mais de 200 anos para tratamento de dgua para
abastecimento, sendo poucos os estudos nos quais é empregada como pos-tratamento de
esgoto sanitario.

Neste trabalho, o filtro lento em areia foi utilizado como alternativa de pos-
tratamento do efluente secundario advindo do lodos ativados, principalmente, pelas
seguintes caracteristicas (LANGENBACH et al., 2010; MURTHA; HELLER, 2003;
WHO, 1974):

e Simples construcdo;

e Facil operacdo e manutencao;

e Baixos custos de implantagéo e operacao;

e Nao requer produtos quimicos;

e Atividade bioldgica, além da acdo fisica, para melhorar, sobretudo, a
qualidade microbiolégica do efluente.

H& ainda caréncia de estudos com reatores anaerobios, aerébios e filtros
bioldgicos com relacdo a inativacdo e remocdo de protozoarios patogénicos. Além
disso, a questdo da viabilidade de cistos e oocistos pré e pos-tratamentos é muito pouco

explorada.

3.2-0OBJETIVOS

Os objetivos foram: avaliar a eficiéncia na remocdo de cistos de Giardia e
oocistos de Cryptoporidium de uma estacdo de tratamento de esgoto (ETE) piloto
composta por: tratamento preliminar, reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket),
sistema de lodos ativados e filtro lento em areia. Como objetivos especificos:

o Fornecer dados sobre a ocorréncia de cistos e oocistos em esgoto bruto e

tratado.
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o Avaliar a remocdo e a viabilidade dos protozoarios Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. no decorrer dos processos de tratamento.

o Avaliar a remocdo de microrganismos indicadores — coliformes totais,
Escherichia coli e Clostridium perfringens.

o Verificar associagdes entre a remocdo de protozoarios e a remocao de
microrganismos indicadores.

o Verificar associacdes entre a remo¢do microbioldgica e a remocdo de
variaveis fisicas e quimicas.

o Avaliar o efeito da mudanca do tempo de residéncia celular do sistema de
lodos ativados na remogdo microbiolégica e de variaveis fisicas e quimicas.
o Avaliar o efeito da taxa de filtragdo do filtro lento na remocéo

microbioldgica e de variaveis fisicas e quimicas.

3.3- MATERIAL E METODOS

3.3.1- AETE - piloto

O esgoto que chega a ETE - piloto é proveniente do Campus da USP - Séo

Carlos e de bairros proximos, e possui varias processo de tratamento. Um esquema pode

ser visualizado na figura 3.1.

Esgoto | Tratamento .| Reator .| Lodos .|  Filtro
Bruto Preliminar UASB Ativados Lento de
Areia

Figura 3.1 - Esquema Geral dos processos de tratamento na ETE (tratamento preliminar e reator

UASB) seguida da instalacéo piloto (lodos ativados e filtro lento de areia).

O tratamento preliminar era composto de: gradeamento, caixa de remocgédo de
areia e gordura. Apés essa etapa, 0 esgoto passava por uma elevatéria, sendo bombeado
para um tanque de equalizacdo. Depois dele, havia a distribuicdo de esgoto por
gravidade para o reator UASB.

O reator UASB, com as dimensdes: base 2m x 2m, altura util de 4,7 metros,
volume util de 18,8 m3 (figura 3.2), foi operado com tempo de detencdo hidraulica

(TDH) de 12 horas. A partir do reator UASB, parte do esgoto era encaminhada para o
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sistema de lodos ativados em escala piloto, o qual pode ser visualizado nas figuras 3.3,
3.4e35.

Afluente
[[Irall fI R I X — Gas

|y i

Illr,._u

-

O
Afluente - Efluente
rhxn
1 h
&5 H. e

s N

200 m
ESC. -1:30

Figura 3.2 - Corte transversal do reator anaerébio com manta de lodo (UASB) da ETE - USP
Séao Carlos. (PASSIG; CAMPQOS, 2005).

0,90 m 1 I 0,22m
O

1,42 m

Legenda:

/

+—>
0,33 m

0,18 m 1-Ponto de Saida

de efluente para o

<+“—>

decantador.

Figura 3.3 - Tanque de aeracéo do sistema de lodos ativados da ETE - piloto (sem escala).
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O sistema de lodos ativados era composto de tanque de aeragdo e decantador. O
tanque de aeracdo tinha as seguintes dimensdes: base 0,90m x 0,90m; altura util de
1,60m, como pode ser visualizado na figura 3.3. O volume util era aproximadamente de
1,25 m3. A vazéo afluente foi ajustada por bombeamento em 70 L. h™%, resultando em
tempo de detencdo hidrdulica de 18 horas. A aeracdo era feita por ar proveniente de
compressor e difusdo por membrana.

O decantador possuia base retangular — 0,20m x 0,40m; altura Gtil de 1,50m, e

volume util de 112,5 litros, como pode ser visualizado na figura 3.4.

B 0,40 m
0,20 m A
I 0,05 m
/:/] 3 v
2 Q/—l/—‘ O +
!
% 1
: Legenda:
|
I 1-Ponto de entrada do
I 1,25m
| efluente do tanque de
: aeragdo.
|
: 2-Ponto de saida de
I efluente
|
e ] —
_ 3-Vertedor retangular
4 -t h{ de saida
//O // 0,25 m
\4 4 — ponto de captagdo
04_’10 de lodo para
,lUm . ~
recirculacdo.

Figura 3.4 - Decantador do sistema de lodos ativados da ETE - piloto (sem escala).

Foi colocado um anteparo (placa de aco) logo na entrada do efluente do tanque
de aeragdo no decantador, que penetrava aproximadamente 60 cm de profundidade, para
diminuicdo de curto-circuito e permitir melhor sedimentagéo do lodo.

O sistema de lodos ativados foi operado com dois tempos de retencdo celular
(TRC): proximos a 7 e 20 dias, portanto como sistema convencional e aeragao
prolongada, respectivamente. Para isso, houve recirculagédo do lodo sedimentado no
decantador para o tanque de aeragéo e descarte de lodo excedente diretamente do tanque

de aeracdo. Os descartes foram realizados manualmente, através de um registro de
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globo, localizado no fundo do tanque de aeracdo, duas vezes ao dia. A fim de manter o
TRC de 7 dias, eram descartados, ao todo, diariamente, 1/7 do volume do tanque de
aeracdo; para TRC de 20 dias, 1/20 do volume.

Para inicio da operacdo do sistema, foram acrescentados 80 litros de lodo,
proveniente de outro sistema de lodos ativados, no tanque de aeragcdo com efluente do
reator UASB. O sistema foi mantido aerado por 24 horas, sem entrada ou saida de
esgoto. Apds esse tempo, 0s registros de entrada e saida foram abertos e a bomba de
recirculacéo foi ligada.

Ap0s o decantador, o esgoto era armazenado em um tanque, do qual uma bomba
alimentava o filtro lento em areia. Este foi proposto como pds-tratamento do efluente
secundario advindo do lodos ativados e possuia formato circular, com 200 mm de

diametro, como representado na figura 3.5.

—
B E l
L

! || Legenda:

~ K : A - Tanque de
' Aeracao

B - Decantador

C - Tanque de
. Armazenamento

D - Filtro Lento
em Areia

Figura 3.5 - Sistema de Lodos Ativados e filtro lento em areia (ETE - escala piloto).

O filtro lento tinha um fundo falso com 14 c¢cm de altura, separado por placa
perfurada. Acima dessa placa foram acrescentados: pedregulho, areia grossa e areia fina,
como pode ser visualizado na figura 3.6.

A camada de pedregulho, com altura de 18 cm, foi dividida em trés, de acordo
com o tamanho do pedregulho:

o Camada Inferior - 12,7 2 19,1 mm;
o Camada intermediaria - 6,0 a 12,0 mm;

o Camada superior - 3,0 a 6,0 mm.
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Apos a camada de pedregulho foi acrescida uma camada de areia grossa com 18

cm de altura, cuja caracteristica granulométrica esté apresentada na tabela 3.3.

Legenda:

I — Placa perfurada

IL 11, IV e V — Camadas de
pedregulho e areia.

VI — Compartimentos de
tubo de PVC utilizados para

a montagem do filtro de

areia.

Figura 3.6 - Esquema de montagem do filtro de areia.

Tabela 3.3 - Caracteristica granulométrica da areia grossa do filtro lento.

Abertura da Malha Peneira Porcentagem Acumulada
Resultado (%0)
(mm) (%)
2,360 0,0 100
2,000 1,2 100
1,700 14,2 98,8
1,400 42,8 84,6
1,180 34,8 41,8
1,000 5,6 7,0
0,850 0,8 1,4
0,600 0,6 0,6
0,425 0,0 0,0

Acima da camada de areia grossa, foi acrescentada uma camada de areia fina

com altura de 60 cm, cuja caracteristica granulométrica esta na tabela 3.4.
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Tabela 3.4 - Caracteristica granulométrica da areia fina do filtro lento.

Abertura Malha Peneira Porcentagem Acumulada
Resultado (%)
(mm) (%)
1,180 0,5 100
0,600 42,5 99,6
0,425 29,2 57,1
0,300 19,5 27,9
0,150 7,7 8,38
0,075 0,62 0,68
Fundo 0,06 0,06

Para a areia fina foram calculados:
o Djp (tamanho efetivo) igual a 0,16 mm;
o Degoigual a 0,45 mm;
o Coeficiente de desuniformidade (Dgo/D1o) igual a 2,8, 0 que atendeu as
principais especificagdes de areia utilizada em filtro lento.

Acima do leito de areia fina, foram reservados 15 cm para manutencdo da carga
hidraulica, cuja principal importancia, segundo Langenbach et al. (2010), é proteger a
camada bioldgica - Schmutzdecke - de forcas de cisalhamento causadas pela vazao
afluente; e mais 80 cm para carga hidraulica disponivel. Para iniciar a operacdo do
filtro, houve o preenchimento com agua no sentido ascendente a uma velocidade de 1,2
m3/mz2.dia.

Foram testadas duas taxas de filtracdo - 4,26 e 2,0 m3/m2.dia - e dois tipos de
afluente ao filtro:

o | - bombeado do tanque de armazenamento do efluente do lodos
ativados, ap6s o decantador (baixas carga organica e turbidez).

o Il - bombeado diretamente do decantador (elevadas carga organica e
turbidez).

3.3.2 - Amostragem

O tratamento preliminar, o reator UASB e o0 sistema de lodos ativados foram
operados durante 21 meses, de junho de 2011 a mar¢o de 2013. O filtro lento de areia

foi operado durante os meses de junho e julho de 2012.
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As amostras de esgoto foram recolhidas apds o tratamento preliminar
(considerado como bruto, principalmente pela questdo microbioldgica), reator UASB,
sistema de lodos ativados e filtro lento de areia. Elas eram armazenadas em frascos de 1

litro previamente lavados, desinfetados e enxaguados com solugdo Tween 80 (0,1%).

3.3.3 - Anédlises Fisico-Quimicas

As seguintes andlises fisico-quimicas foram realizadas para caracterizacdo e
monitoramento de cada uma das etapas de tratamento da ETE - piloto, como pode ser
visualizado na tabela 3.5, as quais seguiram o Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (APHA, 2005).

Tabela 3.5 - Métodos analiticos empregados para analises fisico-quimicas de efluentes da ETE.

Variavel Método e Equipamentos

Absorbancia em comprimento de .
Espectrofotdmetro DR 4000 ou DR 5000.
onda de 254nm

Titulacdo potenciométrica com é&cido sulfurico até pH 5,75
(Método 2320B)

Alcalinidade Parcial

Titulagdo potenciométrica com &cido sulfarico até pH 4,3
(Método 2320B)

Alcalinidade Total

Demanda Quimica de Oxigénio ) o
Método colorimétrico em refluxo fechado (5220 D)

(DQO)
pH Método Potenciométrico. pH meter - Denver Instrument
So6lidos Totais Método Gravimétrico (2540 B)

. . Método Gravimétrico — filtragdo em membrana (1,2 um)
So6lidos Suspensos Totais

(2540 B)
Temperatura Termbmetro de mercurio
Turbidez Turbidimetro 2100 P

3.3.4 - Exames Microbiolégicos

3.3.4.1 - Escherichia coli e coliformes totais
Para a quantificacdo de E. coli e coliformes totais foi utilizada a técnica de “pour

plate”. Esta metodologia foi empregada seguindo sugestdo de Lorencdo (2009), em
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razdo de o aporte de solidos na membrana filtrante, normalmente empregado para
amostras de agua, dificultar a identificagdo das col6nias.

A partir de diluicdes decimais, colocava-se 1 mL de amostra em placa de Petri
estéril. Logo a seguir, 9 mL do meio Chromocult® Coliform Agar (Merk
Cat.N0.1.10426) eram acrescentados, ainda liquido, na temperatura de 50 a 55 °C. As
placas eram, entdo, incubadas a 36 + 1 °C por 24 * 1 hora.

Por esta técnica, as colénias que apresentam coloracdo azul-escuro/violeta sdo
identificadas como E. coli, e as que apresentam coloracdo salmao/vermelha, somadas
as coldnias de E. coli, séo identificadas e quantificadas como coliformes totais. como
pode ser visualizado na figura 3.7. Nesses casos, o resultado foi lido como Unidade
Formadora de Col6nia (UFC) por mL.

DAY G
T

Coliformes Totais

Escherichia coli

Figura 3.7 - Placa contaminada com coldnias tipicas de E. coli e coliformes totais.

Durante os meses em que o filtro lento foi estudado, coliformes totais e E. coli
das amostras afluente e efluente dessa unidade de tratamento foram quantificados por
membrana filtrante. Neste caso, apos a filtracdo, houve transferéncia da membrana
para placa de Petri contendo meio de cultura Chromocult® Coliform Agar (Merk
Cat.N0.1.10426) ja solidificado. A incubacdo e leitura foram similares ao relatado
anteriormente; no entanto, o resultado foi lido como unidade formadora de coldnia
(UFC) por 100mL.
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3.3.4.2 - Clostridium perfringens

A metodologia para quantificacdo de Clostridium perfringens foi seguida de
acordo com o método L5.403 (CETESB, 2004), o qual utiliza a técnica de membrana
filtrante. De forma geral, sdo trés passos principais:

o Filtragdo em membrana e inoculagdo em meio de cultura seletivo;

o Primeira verificagdo das coldnias, em meio Tioglicolato;

o Segunda verificagdo das colbnias, em meio de leite com ferro
modificado.

Inicialmente, a amostra em diluigdes decimais era aquecida em banho-maria a
60 + 0,5 °C durante 15 minutos, para eliminar organismos ndo esporulados e formas
vegetativas. A amostra era depois imediatamente resfriada em banho de gelo.

Em seguida, procede-se a filtracdo da amostra em membrana estéril de nitrato de
celulose com 0,45 pm de porosidade (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Germany).

A membrana era transferida para uma placa de Petri estéril descartavel contendo
meio de cultura seletivo e diferencial Aguar m-CP (Oxoid Ltda, England). Em seguida,
as placas eram viradas para baixo e incubadas em jarras de anaerobiose (Permution,
Brasil; Gas Pak® System, BBL), por 24 horas a 44,5 £ 0,2 °C.

A manutencdo da atmosfera em anaerobiose foi conseguida com a insercao de
um envelope de sistema anaerébio (BD BBL™ GasPak™ Plus, ref. 271040; Becton,
Dickinson and Company, USA). Para verificar anaerobiose, foi inserida uma fita
pléstica indicadora (BD BBL™, ref. 271051, Becton, Dickinson and Company, USA) a
qual passava da coloracdo azul para incolor, confirmando condicdo anaerobia.

Apds as 24 horas, as placas foram levadas ao contato com vapores de hidrdxido
de amonio. Com isso, colbnias tipicas que apresentavam coloracdo amarelo palha
adquirem coloracdo rosa escuro ou roxa: sdo col6nias presuntivas de C. perfringens.

Com a finalidade de confirmar as colonias de C. perfringens, cinco coldnias
tipicas do ensaio presuntivo foram inoculadas, com o auxilio de uma agulha de
inoculacdo, em tubos contendo caldo tioglicolato (CM 0173, Oxoid Ltda, England) e
incubadas a 35 + 0,5 °C durante 24 horas.

No método L5.403 ha o relato de se utilizar 10 coldnias, mas optou-se, por
questdo de trabalho e de tempo, selecionar apenas cinco. Nos ensaios realizados, todas
as colonias selecionadas no meio Aguar m-CP se mostraram positivas também no caldo

tioglicolato.



117

Dos tubos positivos com caldo tioglicolato foi retirado 1 mL e inoculado em

tubos contendo meio de leite com ferro modificado. Para esse meio de cultura, foram

utilizados:
» 100 gramas de Leite em P6 Molico (desnatado) Instantaneo (Nestlé®);

» 1 grama de sulfato de ferro heptahidratado (FeSO,4 7H,0);

» 1000 mL de agua desionizada.
O modo de preparo foi seguido conforme o método L5.403 (CETESB, 2004). Os

tubos foram incubados a 44,5 £ 0,2 °C durante 2 horas.
As principais etapas de quantificacdo e confirmacéo de coldnias de Clostridium

perfringens podem ser observadas na figura 3.8.

g

Legenda:

I — Placas incubadas em meio Agar
m-CP.

Il e IIl — Coldnias antes e apds
contato com vapores de NH,OH.
IV — Tubos em meio Tioglicolato.
V — Tubos negativo (esq.) e
positivo (dir.) em meio de leite

| )

com ferro modificado.

Figura 3.8 - Etapas para a quantificacdo e confirmacdo de Clostridium perfringens.

A leitura do teste confirmativo foi efetuada com tubos positivos que
apresentaram producdo de fermentacdo turbulenta no meio de leite com ferro

modificado, com formacdo de coagulos. O resultado foi lido como n° de col6nias

confirmadas como C. perfringens em 100 mL.
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3.3.4.3 - Giardia spp. e Cryptosporidium spp.

A andlise de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium foi realizada de
duas maneiras diferentes: caso a amostra apresentasse média ou elevada turbidez (acima
de 25 UNT), utilizava-se o0 método da tripla centrifugacdo, como relatado no capitulo 2,
no item 2.3.2.1.1; porém, com baixa turbidez, foi empregado o método da filtracdo em
membrana, como relatado no capitulo 2, no item 2.3.2.3.

Depois da etapa inicial de concentracdo da amostra, foi utilizada a Reacdo por
imunofluorescéncia direta (RID), com o kit Merifluor, como relatado no capitulo 2, no
item 2.3.5. No entanto, antes de colocar 0 meio de montagem, foram acrescentados de
30 a 50 pL do corante DAPI (utilizado para confirma¢do dos cistos € oocistos) nos
pocos da lamina, deixando por 30 minutos em temperatura ambiente; com posterior
dupla lavagem com 100 pL de 4gua deionizada.

A viabilidade dos cistos e oocistos foi inferida através da coloracdo diferencial
com iodeto de propideo (Sigma-Aldrich, USA), de acordo com Campbell et al. (1992).
Esse reagente, responsavel pela emissdo de fluorescéncia vermelha (A =510 a 550 nm),
penetra apenas nos microrganismos com membrana danificada (células mortas). Para
isso, foram acrescentados de 20 a 50 puL de solugdo de PI nos pogos da lamina, deixando
por 15 minutos em temperatura ambiente; com posterior dupla lavagem com 100 uL de
agua deionizada, para sé assim, adicionar o meio de montagem e a laminula. Cistos e
oocistos sem penetracdo do corante (Pl-) foram considerados viaveis, e 0s que
apresentaram penetracdo do corante (PI+), inviaveis.

As amostras foram examinadas em microscopio de imunofluorescéncia
(Olympus BX51) sob aumento de 400X a 800X. Para o calculo da concentracdo de
(oo)cistos por litro, foi utilizada a equacdo de Cantusio Neto (2004) (3.1):

n° de (oo)cistos detectados x 10¢ x volume total do sedimento (mL.) (3.1)

volume de sedimento na lamina (uL) x volume da amostra (mL)

3.3.5 - Andlise Estatistica
A analise estatistica foi realizada com a ajuda do software STATISTICA 7.0

(StatSoft, Inc, 2004). Os dados, quando necessarios, foram transformados a fim de
apresentarem distribuicdo normal — verificada por teste Shapiro-Wilk; a homogeneidade

de variancias foi verificada por teste de Levene e as comparacfes entre médias foram
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feitas utilizando o teste "t" de Student. Quando os dados ndo puderam ser
transformados, foram aplicados testes ndo-paramétricos de Wilcoxon para variaveis
dependentes ou o teste de Mann-Whitney para variaveis independentes. Para avaliar a
correlacdo de parametros, o coeficiente "r"* de Spearman foi encontrado. Em todos os

testes, quando p < 0,05, a diferenca entre as variaveis foi considerada significante.

3.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estdo divididos em trés secOes principais. Primeiramente, serdo
relatados os resultados obtidos no monitoramento de variaveis fisicas e quimicas do
reator UASB e para o sistema de lodos ativados, operado em aeracdo prolongada e
convencional; depois o monitoramento microbioldgico para essas mesmas etapas de
tratamento. Por fim, serdo apresentados os resultados do filtro lento em areia, tanto para

variaveis fisicas e quimicas, quanto microbioldgicas.

3.4.1 - Monitoramento de variaveis fisicas e quimicas

Os resultados do monitoramento das variaveis fisicas e quimicas da ETE - piloto
estédo sintetizados nas tabelas 3.6 e 3.7.



Tabela 3.6 - Resumo estatistico dos dados obtidos durante o monitoramento da ETE - piloto para o afluente bruto e efluente do reator UASB.

Afluente Bruto

Efluente UASB

o o o (] o (@) Q
R < £ E 8 S E E 3 8
VAT g 8 B E ¥ &% & 8 & 5 E 8
o 5 [aX S S o ° [a X S S 8 £
£ QL o = @ o [&] (3]
< 2 S 5 5 < 2 S 5 5 & C
o n —_ —_— o 7} = - — @
= § sz g = § = sz g3
pH 21 655 035 567 697 21 681 032 632 7,42
Temperatura (° C) 21 228 2,1 184 255 21 228 20 186 254
AP (mg CaCOsL™Y) 21 78 29 34 141 21 191 50 77 271
AT (mgCaCOs LY 21 184 60 105 321 21 285 75 167 510
Abs 254 nm 20 1420 0778 0727 4000 20 0671 0187 0360 1,182 45%
Turbidez (uT) 20 432 7903 796 3520 20 132 684 639 351 37%
DQO (mg.L™) 21 1131 1197 310 4628 21 316 158 94 575  57%
ST (mg.L™Y) 17 1112 1042 310 4368 17 390 100 250 572 46%
SST (mg.L™Y) 18 501 833 59 3494 18 103 52 28 212 48%
SDT (mg.L?) 17 579 581 124 2197 17 297 68 206 435  25%
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Nota: AP: alcalinidade parcial; AT: alcalinidade total; DQO: demanda quimica de oxigénio; ST: solidos totais; SST: sélidos suspensos totais; SDT:

solidos dissolvidos totais.



Tabela 3.7 - Resumo estatistico dos dados obtidos durante o0 monitoramento da ETE - piloto para o efluente do sistema de lodos ativados.

Efluente Lodos Ativados (Aeracédo Prolongada)

Efluente Lodos Ativados (Convencional)

g 83 g 83
o o (o) o o ()

8 £ E E £3 £a ¢ £ E E £3 £a

P4 = = < @D O 0 = = < D DO

Variavel Z 8 8 § g Eg EZ z 8 8 é g Eg EZ

S 2 o 8e © 2 e pD o 8S 82

= s 2 s . S S ©g < = 'S S S 22 2o

2 2 3 2 &5 &% 3 2 3 s &5 §%

< a > S ©Sg 538 < a > S ©Sg 538

OG5 o o

nd e
pH 14 7,16 0,53 6,34 7,93 7 6,82 0,84 5,60 7,64
Temperatura (° C) 14 21,8 2,1 18,3 24 7 24,5 0,9 23,3 25,6
AP (mg CaCOs.L™) 14 90 70 8,0 224 7 89 83 0 194
AT (mg CaCO; .L™) 14 119 87 18 281 7 117 105 3 252

Abs 254 nm 13 0,384 0,101 0,213 0,557 47% 71% 7 0,212 0,034 0,163 0,269 61% 79%

Turbidez (uT) 13 24,5 79 11,0 37,0 84% 87% 7 18,0 21,3 6,3 65,3 77% 86%

DQO (mg.L™) 14 148 55 66 234 59% 79% 7 70 24 45 116  57% 87%

ST (mg.L'l) 10 296 99 97 420 27% 67% 7 284 83 102 336 19% 38%

SST (mg.L'l) 11 46 24 20 97 61% 7% 7 31 16 14 60 54% 82%

SDT (mg.L™) 10 250 93 52 353  19% 51% 7 261 76 97 315 17% 13%
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Nota: AP: alcalinidade parcial; AT: alcalinidade total; DQO: demanda quimica de oxigénio; ST: solidos totais; SST: sélidos suspensos totais; SDT: sélidos
dissolvidos totais; LA: lodos ativados.
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3.4.1.1-pH

O potencial hidrogeniénico é importante para a caracterizacdo de esgotos
sanitarios, pois pode influenciar em diversos equilibrios quimicos e na diversidade do
ecossistema microbiano nos processos bioldgicos de tratamento (METCALF; EDDY,
2003; PIVELI; KATO, 2005). Em processos anaerdbios, o pH 6timo depende do tipo de
microrganismo e do substrato; bactérias acidogénicas tém crescimento 6timo na faixa de
pH de 50 a 6,0, enquanto que bactérias metanogénicas, entre 6,6 e 7,4
(CHERNICHARO, 2007).

Os valores encontrados ficaram préximos a neutralidade durante os processos de
tratamento, o que ajudou a manter o bom funcionamento dos processos bioldgicos de

tratamento.

3.4.1.2 - Temperatura

A temperatura influencia a velocidade das rea¢6es bioquimicas de decomposicéo
de compostos organicos presentes na agua residuaria, bem como na selecéo de espécies
microbianas (CHERNICHARO, 2007). A temperatura mais baixa registrada foi de
18,3°C, 0 que para reatores anaerobios (reator UASB), permite a operacdo a
temperatura ambiente, e na faixa 6tima de grupos microbianos mesofilicos como 0s
acetoclasticos e hidrogenotroficos formadores de metano (METCALF; EDDY, 2003;
PIVELI; KATO, 2005; CHERNICHARO, 2007).

3.4.1.3 - Alcalinidade

Parametro de extrema importancia no monitoramento de reatores bioldgicos para
producdo de efeito tampdo que consiga impedir queda brusca de pH em caso de
desequilibrio (METCALF; EDDY, 2003; PIVELI; KATO, 2005). Observa-se que 0
reator UASB produziu alcalinidade, o que se correlaciona ao aumento de pH registrado
apos o tratamento anaerobio. Esta producdo de alcalinidade se torna necessaria também
para manter o pH préximo a neutralidade no sistema de lodos ativados, onde a oxidagao
de nitrogénio amoniacal produz &cidos. Na grande maioria das amostras ndo foi
verificado decréscimo dos valores de pH.

A alcalinidade total pode ser expressa como a soma das alcalinidades parcial e
intermediaria. A primeira se refere praticamente a alcalinidade bicarbonato, enquanto a

ultima estd relacionada a alcalinidade de &cidos organicos volateis. Para reatores
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anaerdbios, o acumulo de acidos organicos volateis pode representar desequilibrio no
sistema ao indicar baixa atividade de arqueas metanogénicas. Dessa forma, relacdo entre
alcalinidades intermediaria e parcial superior a 0,3 pode indicar disturbios no processo
anaerdbio. Porém, a estabilidade do processo pode ocorrer em valores diferentes de 0,3
(CHERNICHARO, 2007).

Na figura 3.9 podem ser visualizados os valores dessa relagdo, encontrados no
efluente do reator UASB.

2,00
1,80 fmgg - m = e e oo
1,50
1,20 == mmm e e oo
0,90 - === =

i D
0,60 >0 o .
0,30 f-------m-mmmmmmms oo L DR 28 2 & N

Valores de (Al/AP)
2
4

0,00 T T T T T T 1

Amostras

Figura 3.9 - Relagdo entre alcalinidades intermediaria e parcial (AlI/AP) nas amostras de
efluente do reator UASB.

Poucas foram as amostras que apresentaram AI/AP menores que 0,3, porém
mais de 80% das amostras, os valores foram menores que 0,6. Observa-se também que a
partir da terceira amostragem, aproximadamente dois meses apds o inicio do controle

operacional, o reator mostrou tendéncia a estabilizacéo.

3.4.1.4 - Absorbancia em 254 nm

Este parametro de facil monitoramento foi realizado devido a um dos pos-
tratamentos do efluente do sistema de lodos proposto ser a desinfeccdo por radiagéo
ultravioleta. Neste caso, 0 tempo necessario para se atingir uma dose especifica de
radiacdo depende do valor de absorbancia do efluente no comprimento de onda de 254

nandmetros.
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A continua diminuicdo dos valores de absorbancia pode ser verificada a medida

que se avanca no tratamento do efluente, chegando préximo a 80% de reducéo.

3.4.1.5 - Turbidez

A turbidez é o grau de atenuacdo da intensidade luminosa que um feixe de luz
sofre ao atravessar uma amostra liquida, devido a presenca de solidos suspensos. Esta
variavel fisica foi monitorada com o intuito de associa-la a concentracéo e a remocéo de
cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium.

No afluente, foram verificados valores elevados em algumas amostras, até
mesmo mais de 3.000 uT. O reator UASB ndo apresentou remocdo significativa,
possivelmente devido ao arraste de sélidos por bolhas de gases para o efluente deste
reator. Com relacdo aos sistemas de lodos ativados, as remocBes acima de 85%
evidenciam a presenca de flocos biologicos com boa sedimentagdo no decantador

secundario.

3.4.1.6 - Demanda Quimica de Oxigénio
A DQO no afluente foi bastante variavel, com valores acima de 4.000 mg.L™,
sendo valido relatar que aconteceram alguns episddios de entrada de efluentes de

origem desconhecida, como pode ser visualizado na figura 3.10.

Figura 3.10 - Exemplos de episddios da entrada de efluentes de origem desconhecida na ETE -
piloto (USP - S&o Carlos).

Este fato pode explicar a variabilidade do reator UASB em remover a DQO; no

entanto a média de remoc&o ficou proxima a relatada por Oliveira e von Sperling (2005)
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de 59%. Mesmo assim, apds os sistemas de lodos ativados, observam-se remogdes
médias de 79 e 87%, para aeracdo prolongada e convencional, respectivamente. Em
artigo de revisao sobre reatores UASB, Chong et al. (2012) relatam que, quando o
sistema de lodos ativados é utilizado como pos-tratamento, ha remocdes entre 84 e 99 %
de DQO, enquanto Mungray e Patel (2011) citam valores médios de remog¢do de DQO
de 82 e 86% de duas ETEs (UASB + lodos ativados), valores proximos aos encontrados

neste trabalho.

3.4.1.7 - Solidos

Os solidos apresentaram grande variabilidade no afluente, o que possivelmente
explica a variabilidade de DQO, turbidez, absorbancia em 254 nm. A remoc¢ao média de
solidos suspensos totais pelo reator UASB ficou abaixo da relatada por Oliveira e von
Sperling (2005), de 67 %. O lodo ativado operado tanto em aeragdo prolongada, quanto
no convencional, apresentou remoc¢des bastante similares, principalmente de sélidos
suspensos totais. Ao se analisar o reator UASB somado ao sistema de lodos ativados,
observa-se que a aeracdo prolongada proporcionou remocdes de ST, SDT e SST acima
de 50%. No entanto, o sistema convencional de lodo ativado junto com o reator UASB
mostrou remog&o "satisfatoria” apenas dos solidos suspensos totais. Chong et al. (2012)
relatam remocdes entre 62 e 98%, enquanto Mungray e Patel (2011), 60 e 64% para a

mesma configuracao de tratamento: UASB seguido de lodos ativados.

3.4.2 - Monitoramento microbioldgico

3.4.2.1 - Microrganismos Indicadores
As figuras 3.11, 3.12 e 3.13 representam, respectivamente, as concentracées de
coliformes totais, E. coli e Clostridium perfringens encontradas durante o tratamento de

esgoto.



Coliformes Totais (UFC/mL)
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Figura 3.11 - Concentragédo de coliformes totais nas unidades de tratamento da ETE - piloto.
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Figura 3.12 - Concentracdo de Escherichia coli nas unidades de tratamento da ETE - piloto.
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Clostridium sp. (UFC/100 mL)
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Figura 3.13 - Concentracdo de Clostridium perfringens nas unidades de tratamento da ETE -
piloto.

Podem ser verificadas altas concentracGes dos indicadores de contaminacao
fecal - coliformes totais, E. coli e C. perfringens - no esgoto bruto, com médias
geométricas de: 1,2 x 10° por mL; 50 x 10* por mL e 3,8 x 10* por 100 mL,
respectivamente. Oliveira e von Sperling (2005) citam valor médio de 9,4 x 10’
coliformes fecais em 100 mL para afluentes de 166 ETES em operacdo no pais.
Kistemann et al. (2008) encontram concentracdes médias para esgoto bruto, 0,3 a 1,3 x
10" E. coli por 100 mL; 1,2 a 6,4 x 10" coliformes totais por 100 mL e de 0,5 a 3,3 x 10°
Clostridium perfringens, por 100 mL de amostra.

Elevadas concentracGes desses trés indicadores também foram encontradas no
efluente do reator UASB, com médias geométricas de: 1,5 x 10° de coliformes totais por
mL, 1,4 x 10* de E. coli por mL e 1,8 x 10* de C. perfringens por 100 mL. Oliveira e
von Sperling (2005) relatam valores entre 4 x 10° e 7 x 10 coliformes fecais em 100
mL para efluentes de 10 reatores UASB em operacgao no pais.

Mesmo ap0s o tratamento pelo sistema de lodos ativados, foram encontradas
concentracdes de coliformes totais de 1,1 x 10* por mL (aeracéo prolongada) e 2,2 x 10°

por mL (convencional). Quanto & E. coli, 3,6 x 10> por mL para a operacdo em aeracéo
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prolongada e 1,3 x 10 por mL, quando operado com tempo de retencdo celular do
modo convencional.

Oliveira e von Sperling (2005) relatam valores entre 3 x 10* e 3 x 10°
coliformes fecais em 100 mL para efluentes de 13 ETEs com sistema de lodos ativados
em operagdo no pais. Chong et al. (2012) descrevem que efluentes de lodos ativados
operados apos reatores UASB conseguiram remog¢do média de 2,5 log, com efluente
final contendo 9 x 10* coliformes fecais por 100 ml de amostra.

As medias geométricas das concentracbes de Clostridium perfringens
encontradas no efluente dos sistemas de lodos ativados (aeragdo prolongada e
convencional) foram, respectivamente, de: 7,2 x 10% e 5,8 x 10° UFC por 100 mL.

As remoc¢des médias de microrganismos indicadores, conseguidas através dos

processos bioldgicos de tratamento, podem ser visualizadas na tabela 3.8.

Tabela 3.8 - Remocéo de coliformes totais, E. coli e Clostridium perfringens no reator UASB e
nos dois sistemas de Lodos Ativados - aeracdo prolongada e convencional, na ETE - piloto.

UASB Lodos Ativados A.P.  Lodos Ativados Conv.
Média (log) Média (log) Média (log)
n [min - méx] n [min - méx] n [min - méx]
Coliformes 0,90 1,15 1,76
_ 21 14 7
totais [0,4a2,0] [0,11a2,18] [0,74 a 3,06]
Escherichia 0,57 1,45 2,30
_ 21 14 7
coli [0,02 a 2,15] [0 a2,64] [1,54 a 3,21]
Clostridium 0,36 0,47 0,41
_ 17 10 7
perfringens [0a1,17] [0,16 a 0,87] [0a0,96]

Nota: A.P.: aeracdo prolongada; Conv.: convencional; n : nUmero de amostras.

Oliveira e von Sperling (2005) encontraram eficiéncia de remocéo de até 1,3 log
para coliformes fecais em 10 reatores UASB em operacdo no pais e 1,4 a 2,8 log em
sistemas de lodos ativados, convencional e aeracdo prolongada respectivamente, em
operacao no pais.

Wen et al. (2009), ao analisar reatores em escala de laboratorio, relatam que a
baixa remocao de esporos de Clostridium perfringens foi devida a adsorcéo irreversivel
aos flocos de lodo que ao sairem junto com o efluente também carreiam concentragdes

elevadas desse microrganismo.
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3.4.2.2 - Protozoarios patogénicos
As concentracdes de cistos de Giardia encontradas durante o tratamento podem

ser visualizadas na figura 3.14.

Giardia spp. (cistos/L)
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Figura 3.14 - Concentracéo de cistos de Giardia nas unidades de tratamento da ETE - piloto.

Primeiramente, vale ressaltar que todas as amostras analisadas (51), sejam do
afluente bruto ou efluentes tratados, foram positivas para cistos de Giardia. No esgoto
bruto foram encontradas elevadas concentracdes de cistos de Giardia, com média
geométrica de 1,5 x 10* por litro. As concentracdes de cistos se mantiveram altas apés o
tratamento anaerobio por reator UASB - 6,6 x 103 por litro - pois houve decréscimo, em
média, de apenas 0,36 log. No efluente do sistema de lodos ativados por aeragdo
prolongada, em média, foram contabilizados 1,0 x 103 cistos por litro; no entanto,
quando ocorreu a mudancga de operagdo para convencional, foram encontrados 1,3 x 103
cistos por litro.

Oocistos de Cryptosporidium foram encontrados em 16 das 51 amostras
pesquisadas (31,4%). As concentragcbes medias e a porcentagem de amostras positivas

de cada efluente estdo apresentados na tabela 3.9.
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Tabela 3.9 - Distribuicdo de amostras positivas e a média geométrica das amostras positivas

encontradas para oocistos de Cryptosporidium.

) n° amostras Porcentagem de  Meédia Geométrica
Tipo de Efluente _ o ) _
analisadas amostras positivas (oocistos por litro)

Bruto 17 41% (7/15) 3,1 x 102
UASB 17 23,5% (4/15) 2,0 x 102
LA - aeracdo prolongada 10 20 % (2/10) 1,2 x 102
LA - convencional 7 44 % (3/7) 3,4 x 10t

Nota: LA: Lodos Ativados.

Resultados para Giardia e Cryptosporidium encontrados neste estudo sdo mais
agravantes do que os relatados por Ottoson et al. (2006). Esses autores detectaram
oocistos de Cryptosporidium em 26,3% com 5 oocistos, em média, por litro das
amostras de esgoto bruto e em apenas (1/18) das amostras de esgoto tratado por sistema
de lodos ativados. Ao mesmo tempo, foram encontrados em média 1300 cistos de
Giardia por litro no esgoto bruto e (2/18) amostras foram positivas para Giardia apés
sistema de lodos ativados.

As concentracBes de oocistos em esgoto bruto foram préximas as encontradas
por Farias et al. (2002), de 80 a 912 oocistos de Cryptosporidium por litro. No entanto,
um pouco superior aos resultados de Montemayor et al. (2005), os quais relatam média
de 103 a 139 oocistos/L em esgoto bruto e de 1,8 a 5,6 oocistos por litro em efluente
tratado por lodos ativados em cinco ETEs na Espanha.

Moulin et al. (2010), na Franca, encontraram, em esgoto nao tratado, cistos de
Giardia em 100% das amostras e Cryptosporidium em 86%, com concentracdo média
de 1,8 x 10* cistos em amostras de 10 litros e 1,8 x 102 oocistos em 10 litros. Para
esgoto tratado por lodos ativados, Giardia estava presente em 86% das amostras e
Cryptosporidium em 32%, em concentracdes médias de 59 cistos em 10 litros e 4,9
oocistos em 10 litros de amostra.

Bonatti et al. (2007) reportaram amostras de efluente de lodos ativados
contaminadas por Giardia (1,0 x 10> cistos.L™) e Cryptosporidium (3,6 x 103
oocistos.L™). Santos et al. (2004), encontraram em amostras de efluente de lodos
ativados, em média, 5,8 x 10° cistos de Giardia por litro, e 1,0 x 10* oocistos de
Cryptosporidium por litro, em ETE da regido de Campinas - SP; resultados de

concentracdo superiores aos encontrados no presente estudo.
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Ha estudos conduzidos por outros autores em paises como Espanha, Malésia e
Tunisia, onde Castro-Hermida et al. (2008), Lim et al. (2007) e Ben- Ayed et al. (2009)
encontraram cistos de Giardia em 100% das amostras de esgoto bruto. Castro-Hermida
et al. (2008) relatam ainda positividade de 100% amostras de esgoto bruto e tratado para
oocistos de Cryptosporidium , enquanto Lim et al. (2007), positividade para esse micro-
organismo em 50% das amostras de esgoto bruto e 25% das de esgoto tratado. Em
ambos os casos, o tratamento utilizado era lodos ativados.

Reinoso et al. (2008) encontraram, em esgoto bruto, média de 280,9 cistos por
litro e de 45,7 oocistos por litro, enquanto Chavez et al. (2011) encontraram de 70 a
5567 cistos de Giardia por litro.

Segundo Castro - Hermida et al. (2008), existe a possibilidade de os sistemas de
aeracdo no lodos ativados resuspenderem (oo)cistos, favorecendo com que eles saiam
no efluente. Neste caso, 0 tempo de detencdo hidraulica no decantador pode ndo ser
suficiente, visto que (oo)cistos possuem baixa velocidade de sedimentagéo.

As concentracdes de cistos de Giardia em esgoto bruto e tratado relatadas no
presente trabalho estiveram sempre um pouco superiores as da literatura, com excecao
ao trabalho de Bonatti et al. (2007). Esta afirmacdo ndo se confirma quanto a
concentracédo de oocistos de Cryptospordium.

A alta concentracao de cistos de Giardia presente no esgoto reflete a incidéncia
desse parasito na populacdo (OTTOSON et al., 2006; CHENG et al., 2009; NASSER et
al., 2012) e pode ser explicada pelo fato da giardiase ser endémica no Brasil (BONATTI
et al., 2007). Apesar de ndo existir nenhum dado oficial de surto no pais, ha estudos que
revelam alta prevaléncia deste parasita na populacdo, principalmente em areas com
condicdes sanitarias precarias (RAZZOLINI et al., 2011), como também pode ser visto
no capitulo 1 deste trabalho.

As remoc0es de cistos de Giardia conseguidas através do tratamento bioldgico
promovido pelo reator UASB e sistema de lodos ativados podem ser visualizadas na
figura 3.15.
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Figura 3.15 - Remocéo de cistos de Giardia no reator UASB e na operagdo do sistema de Lodos
Ativados (L.A.) com dois tempos de residéncia celular - 7 e 20 dias - na ETE - piloto.

Foram encontradas remocdo média de cistos de Giardia promovida pelo reator
UASB de 0,36 (0,01 a 1,69) log; o sistema de lodos ativados por aeracdo prolongada
conseguiu 0,68 (0 a 1,19) log de remocdo e o de lodos ativados convencional, 0,93 log
(0,68 a 1,30), valores proximos aos relatados por Robertson et al. (2000), Lim et al.
(2007) e Gallas-Lindemann et al. (2013) e inferiores aos descritos por Cantusio Neto et
al. (2006).

Mesmo com o tratamento, a concentracao final de protozoarios patogénicos no
efluente do lodos ativados ainda se mostrou elevada, podendo ser perigosa fonte de
contaminacdo, devido principalmente a presenca de (oo)cistos vidveis, como pode ser

visto na figura 3.16.
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Figura 3.16 - Viabilidade de cistos de Giardia nas unidades de tratamento da ETE - piloto.

N&o houve diferenca estatistica entre as porcentagem viaveis dos mesmos
(p > 0,05, testes de Wilcoxon e Mann-Whitney), alcancando valores de 0 a 100% em
efluente de lodos ativados com aeracdo prolongada e entre 61 e 95% para cistos de
Giardia avaliados apés lodos ativados convencional. A grande maioria dos oocistos de
Cryptosporidium, contabilizados nos diferentes efluentes do tratamento, estavam
viaveis (90,5%), inferida pela ndo penetracdo do iodeto de propideo no oocisto.

Montemayor et al. (2005), ao analisarem a viabilidade de oocistos de
Cryptosporidium com DAPI e iodeto de propideo de cinco ETEs na Espanha,
verificaram que, em média, 35,2% estavam viaveis em amostras de esgoto bruto; e que
de 26 a 35% estavam viaveis em amostras de efluentes secundarios ap6s tratamento por
lodos ativados.

Robertson et al. (1999) descrevem cistos viaveis de Giardia em maior
porcentagem no efluente que no afluente, o que indicaria que os cistos ndo estdo sendo
inativados e o tratamento esta sendo seletivo na remocéo de cistos ndo viaveis. Ainda
segundo os autores, isso pode ser devido ao fato de serem mais facilmente agregados

aos solidos e por consequéncia, mais facilmente sedimentados no decantador. O relato



134

desses autores pode explicar a elevada fragcdo de cistos viaveis encontrada no efluente
do sistema de lodos ativados no presente estudo.

3.4.2.3 - Comparacao de concentracdes e remog¢des de microrganismos

Primeiramente, ndo foi realizada andlise de correlacdo para Cryptosporidium por
causa dos poucos dados com resultado positivo para a presenga desse microrganismo.

Os reatores conseguiram remover tanto microrganismos indicadores quanto
cistos de Giardia; visto que, a partir dos dados, as concentracoes afluente e efluente de
microrganismos em cada reator da etapa de tratamento foram significativamente
diferentes (p < 0,05, testes de Wilcoxon e Mann-Whitney).

A eficiéncia total de remocdo do sistema composto por reator UASB e lodos
ativados variou conforme o microrganismo, como pode ser visualizado nas figuras 3.17
e 3.18.
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Figura 3.17 - Eficiéncia da ETE - piloto (UASB seguido de lodos ativados convencional) em

remover microrganismos indicadores e cistos de Giardia.
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Figura 3.18 - Eficiéncia da ETE - piloto (UASB seguido de lodos ativados por aeragédo
prolongada) na remocdo de microrganismos indicadores e cistos de Giardia.

De modo geral, os tratamentos bioldgicos estudados (UASB seguido de lodos
ativados aeracdo prolongada), juntos, obtiveram remoc6es médias de: 2,06 log (1,24 a
3,24) para coliformes totais, 2,10 log (0,35 a 3,40) para E. coli, 0,68 log (0 a 1,35) para
Clostridium sp. e 1,04 log (0,42 a 1,91) para cistos de Giardia spp.

No outro caso, UASB e lodos ativados - convencional, as remoces médias
foram de: 2,62 log (1,91 a 3,66) para coliformes totais; 2,67 log (1,56 a 3,46) para E.
coli; 0,88 log (0,19 a 1,37) para Clostridium perfringens e 1,24 log (0,89 a 1,62) para
cistos de Giardia spp..

Ao se avaliar os dois tipos de sistemas de lodos ativados empregados, as
remocdes de micro-organismos ndo mostram diferencgas significativas (p > 0,05, teste t),
exceto para E. coli, cuja remocédo atraves do sistema de lodos ativados por aeracdo
prolongada foi menor que a remocéo do sistema convencional (p = 0,019, teste t).

Zhang e Farahbakhsh (2007) relatam media de 1,9 log de remocdo para
coliformes totais em sistema de lodos ativados. Mungray e Patel (2010) relatam

remocdo de coliformes totais de até 3 unidades logaritmicas, para ETE com reator
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UASB seguido de lodos ativados, enquanto que Francy et al. (2012) encontraram
remoc¢des médias de E. coli de 3,04 log (2,28 a 3,84) e de coliformes totais de 2,89 log
(1,96 a 3,37), préximos aos do presente estudo.

Observam-se também nas figuras 3.17 e 3.18 remoc¢6es de microrganismos mais
resistentes a desinfeccdo — Giardia e C. perfringens - estatisticamente menores que as
remocdes de coliformes totais e E. coli (p < 0,05, teste t) para os dois sistemas de lodos
ativados, aeracdo prolongada e convencional.

S&o poucos os estudos existentes a mostrar o decaimento da concentracdo de
microrganismos patogénicos e indicadores no tratamento de esgoto convencional
(CHENG et al., 2009; WEN et al., 2009; LEVANTESI et al., 2010).

Wen et al. (2009) encontraram 2,41 log de remocao para Cryptosporidium e 2,49
log para Giardia em tratamento por lodos ativados em escala de bancada, superiores aos
resultados encontrados no presente estudo. Segundo 0s autores, a remocdo desses
protozoérios é devida principalmente a sua fixacao ao floco biolgico em suspensao que
posteriormente é sedimentado no decantador. Esses mesmos autores relatam que a
temperatura também pode afetar a remocao de bactérias e de (oo)cistos de protozoarios
a medida que influencia na viscosidade do esgoto e na adsorc¢do fisica e quimica dos
microrganismos ao floco.

Cheng et al. (2009) relatam que agitacdo fisica promovida por sistemas de
aeracdo pode causar rompimento mecanico de cistos e oocistos. Esses autores
encontraram até 2 log de remocao de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium
em ETEs na Irlanda operadas com lodos ativados por aeragdo prolongada. Levantesi et
al. (2010) encontraram de 1 a 2 log de remocdo de (oo)cistos em sistema de lodo
ativado convencional na Espanha.

No estudo de Castro-Hermida et al. (2008), a eficiéncia média de remocdo das
ETEs pesquisadas foi de 16 a 86% para oocistos de Cryptosporidium e entre 2 e 90%
para cistos de Giardia. Lim et al. (2007) obtiveram remoc¢do de 96% de cistos de
Giardia e 73% de oocistos de Cryptosporidium em lodos ativados com aeragdo
prolongada.

Foi realizado teste estatistico no intuito de se busca correlacdo entre as
concentracdes de microrganismos indicadores e 0 protozoario patogénico Giardia spp.,
como é mostrado na tabela 3.10.

H& uma tendéncia significativa de os dados de concentracdo de E. coli no esgoto

bruto e nos efluentes do reator UASB e lodos ativados (aeracdo prolongada) estarem
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correlacionados aos de coliformes totais, resultado similar aos de Mungray e Patel
(2011), o mesmo ndo ocorrendo para 0s outros micro-organismos. Wen et al. (2009)
relatam que a bactéria Clostridium perfringens também néo esteve correlacionada aos

protozoarios Giardia e Cryptosporidium.

Tabela 3.10 - Resultados de correlagdo (coeficiente r - Spearman, teste ndo-paramétrico) entre
concentracgdes de Giardia spp. e indicadores fecais para diferentes efluentes.

Lodo Ativado Lodo Ativado

Correlagdes Bruto UASB
(Aer. Prol.) (Conv.)

Coliformes totais x E. coli 0,67 0,51 0,63 0,71
Coliformes totais x Clostridium 0,31 0,30 0,56 0,54
Clostridium x Giardia 0,12 0,15 -0,27 0,21
E. coli - Clostridium 0,05 0,20 0,17 0,58
E. coli x Giardia -0,02 0,31 -0,42 -0,29
Clostridium x Giardia 0,40 -0,15 0,14 0,16

Nota: Aer. Prol.: Aeracdo prolongada; Conv.: convencional.

Em negrito, valores de correlacéo significativos (p < 0,05)

Também foi realizado teste estatistico para buscar correlacdo entre as remogdes
(em unidades logaritmicas) de microrganismos indicadores e o protozoario patogénico

Giardia spp., como é mostrado na tabela 3.11.

Tabela 3.11 - Resultados de correlacdo (coeficiente r - Spearman, teste paramétrico) entre as

remogdes (em log) de Giardia spp. e indicadores fecais.

Correlacgoes UASB -A UASE * -A UASE *
(A.P) L.A.(AP.) (Conv.) L.A. (Conv.)
Col. totais x E. coli 0,70 0,29 0,67 0,64 0,60
Col. totais x Clostridium 0,06 -0,04 0,18 -0,15 0,45
Clostridium x Giardia -0,12 0,53 -0,50 -0,05 0,35
E. coli - Clostridium -0,12 -0,19 0,12 0,39 0,15
E. coli x Giardia -0,08 0,38 -0,40 0,51 -0,21
Clostridium x Giardia -0,03 0,56 -0,42 0,96 0,79

Nota: L.A.: Lodos Ativados; A.P..: Aeracdo prolongada; Conv.: convencional. Col.: Coliformes.

Em negrito, valores de correlacdo significativos (p < 0,05).
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Ao se analisar os resultados de correlagdo das remocOes em unidades
logaritmicas, houve significativas correlagdes, em poucos casos, entre coliformes totais
e E. coli, e entre Clostridium perfringens e Giardia spp.

Diferentemente dos resultados encontrados por Reinoso et al. (2008) e Levantesi
et al. (2010), foram poucas as correlagdes entre indicadores fecais e 0 protozoério
patogénico Giardia. 1sso pode ser devido as diferentes constantes de decaimento dos
microrganismos no decorrer do tratamento biolégico, como citado por Reinoso et al.
(2008).

Em se tratando de correlagbes entre as concentragbes de microrganismos
indicadores e Giardia spp. com variaveis fisicas, as tabelas 3.12, 3.13 e 3.14 mostram
os resultados dos testes estatisticos para turbidez, absorbancia 254 nm e sélidos

suspensos totais, respectivamente.

Tabela 3.12 - Resultados de correlacdo (coeficiente r - Spearman, teste ndo-paramétrico) entre

os valores de turbidez e as concentragdes de microrganismos.

Lodo Ativado Lodo Ativado

Correlagdes Bruto UASB

(Aer. Prol.) (Conv.)
Turbidez x Coliformes totais 0,75 0,42 0,47 0,39
Turbidez x E. coli 0,37 -0,22 -0,06 -0,04
Turbidez x Clostridium sp. 0,35 0,45 0,41 0,61
Turbidez x Giardia spp. 0,20 -0,49 0,07 0,43

Nota: Aer. Prol.: Aeragdo prolongada; Conv.: convencional.

Em negrito, valores de correlacdo significativos (p < 0,05).

Tabela 3.13 - Resultados de correlacdo (coeficiente r - Spearman, teste ndo-paramétrico) entre

os valores de absorbancia 254 nm e as concentra¢fes de microrganismos.

Lodo Ativado Lodo Ativado

Correlagdes Bruto UASB

(Aer. Prol.) (Conv.)
Abs 254 x Coliformes totais 0,67 0,58 0,59 0,93
Abs 254 x E. coli 0,33 0,06 0,42 0,64
Abs 254 x Clostridium sp. 0,14 0,65 0,45 0,56
Abs 254 x Giardia spp. 0,08 -0,35 -0,40 0,21

Nota: Abs 254: Absorbancia em 254 nm; Aer. Prol.: Aeracdo prolongada; Conv.: convencional.

Em negrito, valores de correlacdo significativos (p < 0,05).
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Tabela 3.14 - Resultados de correlagdo (coeficiente r - Spearman, teste ndo-paramétrico) entre

concentragdes de sélidos suspensos totais e as de microrganismos.

Lodo Ativado Lodo Ativado

Correlagdes Bruto UASB

(Aer. Prol.) (Conv.)
SST x Coliformes totais 0,72 0,42 0,27 0,11
SST x E. coli 0,35 -0,11 -0,01 -0,04
SST x Clostridium sp. 0,36 0,39 0,15 0,76
SST x Giardia spp. 0,30 -0,27 -0,12 0,54

Nota: Aer. Prol.: Aeracdo prolongada; Conv.: convencional; SST: sélidos suspensos totais.

Em negrito, valores de correlacéo significativos (valor p < 0,05).

A variavel turbidez esteve correlacionado significativamente apenas a
concentracdo de coliformes totais e somente no esgoto bruto. Os valores de absorbancia
254 nm foi o parametro que mostrou maior numero de correlacdes significativas, com
coliformes totais no decorrer de todo o tratamento e para a concentracdo de Clostridium
perfringens no efluente do reator UASB. Ao correlacionar as concentrag@es de solidos
suspensos totais, apenas as concentracdes de coliformes totais no esgoto bruto e de

Clostridium no efluente do lodos ativados convencional foram significativas.

3.4.3 - Pés-Tratamento de Efluente de Lodos Ativados com Filtro Lento de

Areia.

Para o efluente do sistema de lodos ativados, foi proposta a filtragdo lenta em
areia como pds-tratamento. Para isso, foram testados dois tipos de afluente ao filtro,
com. carga organica e turbidez elevadas e baixas, cujas caracteristicas estdo

apresentadas na tabela 3.15.
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Tabela 3.15 - Caracteristicas do esgoto tratado do lodos ativados por aeracdo prolongada e

afluente ao filtro lento de areia.

Variaveis BCOT (média+ DP) ACOT (média = DP)
pH 6,93 £ 0,68 7,11 +£0,12
Temperatura (° C) 219 +2,43 22,2 £1,65
Alcalinidade total (mg CaCOs.L™) 104 £ 59 96 + 38
Alcalinidade parcial (mg CaCO3.L™) 139+ 74 132 £ 52
Absorbancia 254 nm 0,218 + 0,038 0,274 + 0,046
Turbidez (uT) 11,84 +9,43 56,27 + 16,12
DQO (mg.L™) 55 + 22 122 + 22
Coliformes totais (UFC/100mL)* 1,2 x 10° 5,0 x 10°
E. coli (UFC/100mL)* 2,7 x 10 5,3 x 10*
Clostridium sp. (UFC/100mL)* 3,9 x 103 2,3x10*
Giardia spp. (cistos.L™)* 6,0 x 102 1,9 x 103
Cryptosporidium spp. (oocistos.L™)* 7,3 48

Nota: BCOT (baixas carga organica e turbidez); ACOT (altas carga orgénica e turbidez); DP:
desvio padrdao; DQO: demanda quimica de oxigénio; UFC: unidade formadora de col6nias. uT:

unidades de turbidez. * média geométrica.

3.4.3.1 - Efluente com Carga Orgénica e Turbidez Baixas

Este efluente foi bombeado de um tanque de armazenamento (figura 3.5, C) que
recebia esgoto tratado do lodos ativados - apds o decantador. Como o tempo de
detencdo hidraulica neste tanque era de aproximadamente uma hora, permitia
sedimentacdo de sélidos suspensos ainda presentes e consequentemente de
microrganismos associados, 0 que acarretou carga organica e turbidez baixas, conforme
apresentado na tabela 3.15. O pos-tratamento foi dividido em duas carreiras: carreira 1 -
com taxa de filtracdo de 4,26 m3/m2.dia, que teve duracdo de 75 horas e carreira 2 - com

taxa de filtragdo de 2 m3/m2.dia, com duragéo de 216 horas.

3.4.3.1.1 - Turbidez

Os valores de turbidez das amostras durante o0 monitoramento de ambas carreiras

de filtracdo podem ser visualizados nas figuras 3.19 e 3.20, para as carreira 1 e 2,

respectivamente.
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Carreira 1 (taxa 4,26 m¥m?Z.d)

Turbidez (NTU)

0 6 14 25 50 75
———Turbidez Bruta ===Turbidez Filtrada Tempo (horas)

Figura 3.19 - Desempenho da carreira 1 do filtro lento recebendo baixas concentragdo orgénica

e turbidez na remocao de turbidez.

Carreira 2 (taxa 2,0 m¥m?.d)

Turbidez (NTU)

0] 6 14 25 50 72 92 168 216

———Turbidez Bruta ——Turbidez Filtrada  1empo (horas)

Figura 3.20 - Desempenho da carreira 2 do filtro lento recebendo baixas concentragdo orgénica

e turbidez na remocdo de turbidez.

Pode-se observar que, para as duas carreiras, a turbidez alcangou valores
menores que 2 uT a partir da 25 hora, atingindo valores no final da carreira 1 de 1,18
UNT e de 0,88 uT, no final da carreira 2. Além disso, ndo mostrou alteracdes durante as
carreiras, mesmo com eventuais variagdes bruscas de turbidez do afluente ao filtro.
Resultados semelhantes foram encontrados por Jenkins et al. (2011) onde, a partir da
filtracdo lenta em areia do afluente com turbidez proxima a 50 uT, o efluente filtrado
manteve turbidez de 1,24 + 0,53 uT.
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3.4.3.1.2 - DQO
A DQO média no efluente filtrado, durante a carreira 1, foi de 14 (+ 1) mg.L™, o

que representou remocao média de 73,5%, conforme figura 3.21. Com relacdo a carreira

2, a DQO média no efluente filtrado foi de 25,7 (+ 4) mg.L™, com remocdo média de

54,1%, conforme 3.22.

Carreira 1 (taxa 4,26 m¥m?.d)

DQO (mg/L)

25 50 75
——DQO (Bruto) ~ ===DQO (Filtrado) ~ Tempo (horas)

Figura 3.21 - Desempenho da carreira 1 do filtro lento recebendo baixas concentragdo orgénica

e turbidez na remocéo de DQO.

Carreira 2 (taxa 2,0 m¥m?.d)

120
100
80
60
40

DQO (mg/L)

20

50 72 92 168 216
Tempo (horas)

= DQO (Bruto) = DQO (Filtrado)

Figura 3.22 - Desempenho da carreira 2 do filtro lento recebendo baixas concentragdo orgénica

e turbidez na remocéo de DQO.

De igual modo que para a turbidez, o filtro lento em areia foi capaz de manter a
DQO no efluente final praticamente constante, durante as duas carreiras, mesmo na

ocorréncia de picos de carga organica no afluente.
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3.4.3.1.3 - Microrganismos Indicadores e Protozoarios Patogénicos
Para analise microbiolégica de Giardia e Cryptosporidium foi utilizada a técnica

de filtracdo em membrana (detalhada no capitulo 2), pois o afluente e o efluente

apresentavam baixa turbidez, o que permitiu utilizar volume maior de amostra que

resulta em limite menor de deteccdo do método.
No efluente filtrado das carreiras 1 e 2, ndo foram encontrados cistos e oocistos,

sendo o resultado de remocéo calculado a partir do limite minimo de deteccdo, o qual
depende diretamente do volume de amostra filtrado. Os resultados de remocdo de
microrganismos indicadores e de cistos de Giardia para as carreiras 1 e 2, podem ser

vistos nas figuras 3.23 e 3.24.

Carreira 1 (taxa 4,26 m¥m?Z.d)
T
m Col. Totais

50 mE. coli
‘-g W Clostridium
UG
<1 M Giardia
£
Q
[

25 50 75 Tempo (horas)

Figura 3.23 - Desempenho da carreira 1 do filtro lento recebendo baixas concentragdo orgénica

e turbidez na remocé&o de microrganismos.

Carreira 2 (taxa 2,0 m¥m?.d)
Ml Col. Totais

5" WE. coli
38 m Clostridium
<
£ W Giardia
[
o=

25 50 72 92 168 216 Tempo (horas)

Figura 3.24 - Desempenho da carreira 2 do filtro lento recebendo baixas concentragdo organica

e turbidez na remocédo de microrganismos.
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Observa-se que Clostridium perfringens e cistos de Giardia foram removidos
mais facilmente, por serem maiores e com tamanho suficiente para serem retidos nos
vazios do leito de areia. Ressalta-se a importancia desse resultado pois se tratam de
microrganismos resistentes aos desinfetantes comumente utilizados, como cloro e
radiacdo ultravioleta.

No entanto, para E. coli e coliformes totais, de acordo com o tempo, ha maior
tendéncia de remocdo, devido a uma maior atuacdo da camada biologica do filtro que
em relacdo a acdo fisica (MURTHA; HELLER, 2003). Os resultados para coliformes
totais e E. coli foram inferiores ao encontrados por Bauer et al. (2011); porém, proximos
aos encontrados por Ellis (1987) e Jenkins et al. (2011). Esses ultimos relatam ainda que
maior tempo de contato (taxa de filtracdo menor) promoveu maiores remocdes de
microrganismos e turbidez.

Oocistos de Cryptosporidium foram encontrados em duas amostras do afluente
(uma em cada carreira) e, de mesmo modo que os cistos de Giardia, ndo foram

verificados em nenhuma amostra filtrada.

3.4.3.2 - Efluente com Carga Organica e Turbidez Elevadas

Este efluente foi bombeado diretamente da saida do decantador para o filtro
lento. O pos-tratamento também foi dividido em duas carreiras: carreira 3 - com taxa de
filtracdo de 4,26 m3/mz2.dia, que teve duracdo de 25 horas e carreira 4 - com taxa de

filtracdo de 2 m3/m2.dia, com duragédo de 48 horas.

3.4.3.2.1 - Turbidez

Os valores de turbidez das amostras encontrados durante o monitoramento de

ambas carreiras de filtracdo podem ser visualizados nas figuras 3.25 e 3.26, para

carreiras 3 e 4, respectivamente.
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Carreira 3 (taxa 4,26 m3¥m?2.d)

Turbidez (NTU)

0 6 14 25
——Turbidez Bruta ——Turbidez Filtrada Tempo (horas)

Figura 3.25 - Desempenho da carreira 3 do filtro lento recebendo altas concentragdo orgénica e

turbidez na remocao de turbidez.

Carreira 4 (taxa 2,0 m¥m?Z.d)

Turbidez (NTU)

O T T T T —_— 1

4] 6 14 24 48
———Turbidez Bruta =——Turbidez Filtrada Tempo (horas)

Figura 3.26 - Desempenho da carreira 4 do filtro lento recebendo altas concentragdo orgénica e

turbidez na remocao de turbidez.

Para ambos efluentes filtrados, a turbidez se manteve menor que 2 uT e, de
mesmo modo quando aplicada menores carga organica e turbidez, ndo oscilaram com o

decorrer das carreiras de filtrag&o.

3.4.3.2.2 - DQO
A DQO no efluente filtrado, durante a carreira 3, foi de 18 mg.L™, o que

representa remogédo de aproximadamente 85%. Com relacdo a carreira 4, a DQO no
efluente filtrado foi de 21 mg.L™, com remoc&o média de 83%; ambos superiores aos

resultados relatados por Tyagi et al. (2009). Em comparacdo as carreiras 1 e 2, as
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remocgOes foram maiores, podendo ser devido ao amadurecimento mais rapido da

camada bioldgica do filtro durante as carreiras 3 e 4.

3.4.3.2.3 - Microrganismos Indicadores e Protozoarios Patogénicos

No efluente filtrado das carreiras 3 e 4, novamente, ndo foram encontrados cistos
e oocistos, sendo o resultado de remog¢éo também calculado a partir do limite minimo de
deteccdo. Os resultados de remocdo de microrganismos indicadores e de cistos de

Giardia para as carreiras 3 e 4, podem ser vistos nas figuras 3.27 e 3.28.

Carreira 3 (taxa 4,26 m3¥m?.d)
2,5 e
W Col. Totais
E mE. coli
o m Clostridium
[
g W Giardia
QL
[+’
25 Tempo (horas)

Figura 3.27 - Desempenho da carreira 3 do filtro lento recebendo altas concentragdo orgénica e

turbidez na remocgéo de microrganismos.

Carreira 4 (taxa 2,0 m¥m?2.d)
m Col. Totais

& mE. coli
"g m Clostridium
uo
3 MW Giardia
£
Q
o

24 48 Tempo (horas)

Figura 3.28 - Desempenho da carreira 4 do filtro lento recebendo altas concentracdo organica e

turbidez na remog¢do de microrganismos.




147

Pode-se perceber que a remocdo de cistos de Giardia nas carreiras 3 e 4 foram
maiores que 99% (2 log) e para Clostridium perfringens, acima de 90%. As remoc6es
de coliformes totais e E. coli foram baixas quando comparadas a resultados de Ellis
(1987), Langenbach et al. (2010) e Tyagi et al. (2009). Esses ultimos autores relatam
ainda que a eficiéncia de remogdo de micro-organismos por filtracdo lenta em areia é
devido, principalmente: a taxa de filtracdo baixa, ao tamanho efetivo da areia tambeém
baixo e a atividade bioldgica do "schmutzdecke".

Zhang e Farahbakhsh (2007) e Kistemann et al. (2008) verificaram que ETEs
com tratamento terciario com filtragdo em areia conseguiram melhorar
consideravelmente a eficiéncia de remogéo de microrganismos.

Nas carreiras 3 e 4, oocistos de Cryptosporidium foram encontrados em duas
amostras brutas (uma em cada carreira), mas, novamente, ndao foram constatados em

nenhuma amostra filtrada, assim como cistos de Giardia.

3.4.3.3 - Camada bioldgica do Filtro Lento
O filtro lento em areia foi operado de forma continua e, apos a finalizacdo de
cada carreira, a camada bioldgica (Schmutzdecke) era raspada - 3 a 5 cm - para dar
inicio a uma nova carreira de filtracdo. Esta camada é formada praticamente por
material de origem organica, com inimeros microrganismos (WHO, 1974). Amostras
dessa camada foram analisadas por microscopia, como pode ser visualizado na figura
3.29, sendo encontrados grandes nimero e diversidade de microrganismos, muitos deles
predadores que ajudam na remocdo de microrganismos presentes no esgoto sanitario.
Entre os identificados, tém-se:
e Bactérias: Spirillum, bem como cocos e bacilos.
e Protozoérios flagelados, a exemplo, colénias de Poteriodendrom;
e Protozoérios ciliados, como a Vorticella (reconhecidamente predadores
de bactérias em suspenséo (LLOYD, 1973));

e Protozoarios: Amebas, entre outras, Arcella e Euglypha.
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Diversidade microbiana encontrada na camada bioldgica do filtro lento
em areia utilizado como tratamento terciario de esgoto sanitario.

Figura 3.29 - Diversidade microbiana na camada bioldgica do filtro lento em areia.

3.4.3.4 - Remocdo de variaveis fisicas, quimicas e microbioldgicos na ETE

com tratamento terciario.

A remocao global da ETE piloto provida de tratamento preliminar, tratamento

primario (reator UASB), tratamento secundario (sistema de lodos ativados) e tratamento

terciario (filtracdo lenta em areia), para parametros fisico-quimicos e microbiol6gicos a

partir da média dos dados de caracterizagdo do esgoto bruto e dos dados finais de cada

da filtrac&o lenta, estdo apresentados na tabela 3.16.

Tabela 3.16 - Remogdes médias de variaveis fisicas, quimicas e microbioldgicas da ETE - piloto

para cada carreira do filtro lento em areia.

Parametro Carreiral Carreira?2 Carreira 3 Carreira 4
Turbidez 99,6 % 99,7 % 99,7 % 99,7 %
Absorbancia 254 nm 88,7 % 86,8 % 88,2 % 88,9 %
DQO 98,8% 97,7 % 98,4 % 98,1 %
Coliformes totais 3,64 3,56 3,00 2,98
Escherichia coli 2,82 3,19 2,38 2,28
Clostridium sp. 2,37 2,67 2,05 1,59
Giardia spp. 2,97 3,01 2,95 3,00
Cryptosporidium spp. 2,49 2,49 2,49 2,49

Nota: remogdo de microrganismos em unidades logaritmicas.
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3.5- CONCLUSAO

As concentragdes encontradas de cistos de Giardia e oocistos de
Cryptosporidium na ETE - piloto podem mostrar de maneira indireta a incidéncia desses
protozoéarios na populacéo.

A ETE piloto do Campus da USP Sdo Carlos operando com o reator UASB
seguido de sistema de lodos ativados obteve aproximadamente duas unidades
logaritmicas de remocdo para coliformes totais e E. coli, enquanto que para Clostridium
perfringens e cistos de Giardia spp., 1 unidade logaritmica. Cistos de Giardia foram
encontrados em 100 % das amostras pesquisadas e oocistos de Cryptosporidium em
31,4 %, 0 que ressalta preocupacdo quanto a Saude Publica, pois esses protozoarios se
apresentaram em elevadas concentrados até mesmo no efluente tratado.

A mudanga do tempo de residéncia celular no sistema de lodos ativos néo
promoveu melhoras significativas na remocdo de (oo)cistos de protozoarios, de
microrganismos indicadores e das variaveis fisicas e quimicas utilizadas neste trabalho.

O acréscimo de unidade de filtracdo lenta em areia apresentou melhora
significativa da qualidade do efluente, tanto para variaveis fisicas e quimicas, quanto
microbioldgicas. N&o foram constatados cistos de Giardia ou oocistos de
Cryptosporidium no efluente desta unidade de tratamento, mesmo com modificacdo da
taxa de filtracdo e da qualidade do efluente de entrada ao filtro. Deve-se, no entanto,
refletir sobre a viabilidade de utilizar a filtracdo lenta como pds-tratamento,
principalmente, em relacdo ao custo e & &rea necessaria; podendo ser interessante
alternativa, principalmente, para ETES de pequeno porte.

Nos processos de tratamento avaliados neste trabalho, ndo houve correlacdo de
coliformes totais, E. coli e Clostridium perfringens e de variaveis fisicas e quimicas
com cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp., 0 que levanta ressalvas
quanto a utilizacdo dessas bactérias como microrganismos indicadores de protozoarios
patogénicos para amostras de esgoto sanitario, sendo, portanto, necessario o estudo de

novos indicadores.
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Capitulo 4

Quantificacao e avaliacao da
viabilidade de cistos de Giardia e
oocistos de Cryptosporidium em lodo
de ETEs.

Com vista a utilizagdo de subprodutos do tratamento de esgoto sanitario, a
questdo microbioldgica do lodo € extremamente importante, pois revela riscos diretos e
indiretos quanto a sua manipulagdo e uso inadequados. Neste capitulo sdo relatadas
quantificacdo e avaliacdo da viabilidade de (oo)cistos de protozoarios patogénicos em
lodo de ETE.
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4.1 - INTRODUCAO

4.1.1 - Producao e Destinacao Final de Lodo de Esgoto
O lodo de esgoto é definido pela Resolucio CONAMA 375 (2006) e EPA

(2003) como sendo o residuo gerado nos processos de tratamento de esgoto sanitério. O

termo "lodo" é geralmente utilizado em conjunto com o processo que O originou
(exemplo, lodo primério) e é usado antes de o seu beneficiamento (METCALF; EDDY,
2003). Quando o lodo de esgoto se encontra higienizado, estabilizado e seco, e
apresenta caracteristicas quimicas e bioldgicas que garantam seguranca ambiental e
sanitaria, ele passa a ser denominado biossélido (ANDREOLI et al., 2001; ONU,
2008). Dessa maneira, o lodo passa a ser visto como insumo a ser utilizado e ndo apenas
um simples rejeito, e, assim, mais aceito pelo publico que ao ser chamado de lodo
(ONU, 2008).

Segundo Bueno (2001), a quantidade de lodo produzido depende do sistema de

tratamento de esgoto, como pode ser visualizado na tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Sistemas de tratamento de esgoto e respectivos volumes de lodo produzido
(Arceivala (1981), EPA (1979, 1981, 1992), Metcalf; Eddy (1991), Vieira (1993), Von Sperling
(1995) e Nascimento (1997) apud Bueno, 2001)).

Sistema de Tratamento Volume de Lodo Produzido (m3hab.ano)
Filtro bioldgico de alta taxa 1,1a15

Reator UASB 0,07a0,1

Lodo Ativado convencional 1,1a15

Lodo Ativado aeracdo prolongada 0,7al12

Lagoa Anaerdbia 0,01a0,04

Lagoa Facultativa 0,03a0,08

Lagoa Aerada Facultativa 0,03a0,08

A quantidade total de lodo de esgoto tem aumentado no Brasil, devido,
principalmente, ao crescimento populacional e de industrias, e a implantacdo de novas
ETEs. A quantidade e qualidade do lodo produzido varia de lugar para lugar e depende
do processo de tratamento de esgoto, do processo de tratamento do lodo e ainda da
populagéo contribuinte e/ou dos efluentes industriais que sdo lancados na rede coletora
(ANDREOLI et al., 2008; CHAGAS, 2000).
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Na tabela 4.2 pode ser visualizado o levantamento de dados realizado por
Machado (2001), em 275 ETEs do Brasil.

Tabela 4.2 - Producdo de lodo de ETE por regido brasileira.

Regiédo do Brasil N°de ETEs Pop.com Tratamento de Producédo de Lodo
Esgoto (hab.) informada(ton/ano)

Norte 03 56.000 -

Nordeste 66 1.620.906 -

Centro-Oeste 66 2.025.252 11.385

Sudeste 48 7.286.044 274.719

Sul 92 1.789.772 22.529

Quanto a disposicédo final de lodo de esgoto, tem-se: uso agricola, recuperagédo
de areas degradadas, florestas, processos industriais (industria de ceramica, por
exemplo), recuperacdo energética, aterro sanitério, incineracdo (ANDREOLI et al.,
2001, 2008).

Em pesquisa realizada por Machado (2001), das 275 ETEs analisadas, 50% do
volume de lodo produzido era encaminhado a aterros sanitarios, 15,1%, para agricultura

e 34,9% para locais indefinidos.

4.1.2 - Leqgislacdo Ambiental Aplicada

Entre as legislacBes pertinentes a questdo do lodo de esgoto, no Brasil e em
outros paises, algumas merecem destaque:
o Norma Técnica P4.230 da CETESB (1999): é um manual técnico sobre a

aplicacdo de lodos de sistemas de tratamento bioldgico em areas agricolas com
critérios para projeto e operacdo. Quanto a presenca e tratamento de reducdo de
micro-organismos patogénicos, esta norma classifica o lodo em duas classes, A e

B, conforme tabela 4.3.
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Tabela 4.3 - Classificacao e processos de reducdo de patdgenos.

Processos de Reducéo de

Classe Concentracéao de patogenos ]
patgenos
Coliformes fecais: < 10° NMP/g de ST Compostagem, Secagem
A Salmonella: < 3 NMP em 4g de ST térmica, Tratamento térmico,

Digestdo aerobia termofilica,

Irradiacdo, Pasteurizacéo.

Coliformes Termotolerantes: < 2 x 10° Digestdo  aerébia, Secagem,

5 NMP/g de ST, sendo que este Digestdo anaerdbia,
resultado deve vir de uma média Compostagem, Estabilizacdo
geométrica de sete amostras. com cal.

Nota: ST: Sdlidos totais; NMP: nimero mais provavel.

o ABNT (2004) - NBR 10.004: Estabelece os critérios de classificacdo e os

codigos para a identificacdo dos residuos de acordo com suas caracteristicas. Os

residuos séo classificados em: classe | - perigosos ; classe Il - ndo perigosos, Ila
- ndo inertes; llb inertes. O lodo de ETE pertence a classe 1.

o Resolugdo CONAMA 375 (2006): Define critérios e procedimento para uso

agricola de lodos de esgoto gerados em ETE e seus produtos derivados. Relata a
urgéncia de solucionar a questdo de disposi¢do de lodo de ETE, visto que a
producdo do mesmo é intrinseca aos processos de tratamento de esgoto. Além
disso, considera o lodo de ETE, fonte de potencial risco a salde publica e ao
ambiente, devido a presenca de organismos patogénicos e metais pesados,
principalmente; mas que ao mesmo tempo, reforca o uso agricola como
alternativa de destino final.

Os lodos para serem aplicados na agricultura deverdo ser submetidos a processos
de reducdo de patogenos e da atratividade de vetores. Esta resolucéo so se aplica
para lodo de ETE domeéstico e ndo ao lodo de ETE de processos industriais.
Também veta o uso de lodo de ETE de instalacGes hospitalares e de efluentes de
portos e aeroportos, residuos de gradeamento e desarenador, material lipidico
sobrenadante de decantadores primarios, das caixas de gordura de reatores
anaerdbios, lodo de sistema de tratamento individual, lodo de esgoto néo

estabilizado.
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Por fim, classifica o lodo de esgoto em duas classes, de acordo com a
concentracdo de patégenos, conforme tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Limites maximos permitidos para patdgenos e parasitos em lodos e biossélidos.

Classe Concentracéo de patogenos

Coliformes Termotolerantes: < 10° NMP/g de ST

Ovos viaveis de helmintos: < 0,25 ovo/g de ST

A
Salmonella: auséncia em 10g de ST
Virus: < 0,25 UFP/g de ST
5 Coliformes Termotolerantes: < 10° NMP/g de ST

Ovos viaveis de helmintos: < 10 ovos/g de ST

Nota: ST: Sélidos totais; NMP: nimero mais provavel; UFP: Unidade formadora de placa.

A resolucdo limita as culturas que podem receber lodo de esgoto A e B, bem
como o local e aptiddo do solo nas areas de aplicacdo. Os processos de reducédo
de patdgenos relatados nesta Resolucdo, sdo: digestdo aerdbia, secagem em
leitos de areia, digestdo anaerdbia, compostagem e estabilizacdo com cal.
Segundo Bastos et al. (2013), ha uma abordagem de dupla barreira de
protecdo a salde (tratamento do lodo e restricdes de uso de biossélidos),
estabelecendo dois niveis de qualidade de biossélidos. Os mesmos autores
relatam que a CONAMA 375/2006 parece ser muito conservadora, com excecao
do padrédo bastante permissivo de ovos de helmintos. E, portanto, uma adequada
apropriacdo e aplicacdo de uma metodologia de Avaliacdo Quantitativa de
Risco Microbiol6gico (AQRM) poderia ajudar no processo continuado de sua
revisdo e atualizacdo.

Instrucdo Normativa 25, Ministério da Agricultura (2009): Classifica os

fertilizantes organicos simples, mistos, compostos e organominerais de acordo
com as matérias-primas utilizadas na sua producdo em quatro classes, sendo de
classe "D" onde a matéria-prima oriunda de tratamento de despejos sanitarios se
encontra.

Norma  Oficial Mexicana  (NOM-004-SEMARNAT-2002):  Detalha

especificacbes e limites maximos permitidos de contaminantes para

aproveitamento e disposicao final de lodos e biossolidos, conforme tabela 4.5.
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Ainda de acordo com essa Norma, o aproveitamento do biossolido pode ser
realizado de acordo com a sua classe. Sendo assim:

e Classe C: usos florestais, melhoramento de solos e usos agricolas;

e Classe B: usos urbanos sem contato publico durante sua aplicacdo e os usos da
classe C;

e Classe A: os usos das classes B e C e também para usos urbanos com contato

publico direto durante sua aplicacéo.

Tabela 4.5 - Limites maximos permitidos para patdgenos e parasitos em lodos e biossélidos
(Norma Oficial Mexicana NOM-004-SEMARNAT-2002).

Indicador Bacteriologico ) .
Classe L Patdgenos** Parasitos***
de Contaminacéo™

A Menor que 10° Menor que 3 Menor que 1
B Menor que 10° Menor que 3 Menor que 10
C Menor que 2 x 10° Menor que 3 x 10° Menor que 35

Nota: *Coliformes Fecais (numero mais provavel (NMP)/g de lodo seco); **Salmonella spp.

(NMP/g de lodo seco); ***Ovos de Helmintos viaveis/g de lodo seco.

o Norma da USEPA (2003): o lodo de esgoto é dividido em duas categorias, de

acordo com a reducdo de patdgenos requerida:
e classe A - reducdo de patdgenos abaixo do nivel de detec¢do, que séo:
= Salmonella sp.: <3 NMP / 4 gramas de sélidos totais secos.
= Virus Entéricos: <1 UFP / 4 gramas de sélidos totais secos.
= Qvos viaveis de helmintos: < 1 ovo viavel de helminto / 4 gramas de
solidos totais secos.

e classe B - reducdo de patdgenos a um nivel tal que ndo haja ameaca a salde
publica e ao ambiente de acordo com a condicGes especificas de uso. Pode
conter alguns patogenos. Necessidade de restringir o acesso publico, pastoreio
por animais, e producdo agricola por certo periodo de tempo, para permitir que
fatores ambientais atuem na reducdo da concentragdo de patdgenos. Para isso,
existem trés alternativas:

= pode ser realizado o monitoramento de coliformes fecais a partir de sete

amostras retiradas a cada quinze dias, as quais devem fornecer média
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geométrica menor que 2 x 10® NMP ou UFC por grama de sélidos totais
Secos.

= 0 lodo é considerado de classe B caso seja tratado por um dos "Processos
para Reduzir Patogenos Significativamente™ - sigla PSRPs em inglés
(Processes to Significantly Reduce Pathogens). Esses processos s&o:
digestdo aerdbia, secagem ao ar, digestdo anaerObia, compostagem,
estabilizacdo com cal.

= outra alternativa é tratar o lodo de esgoto por processo gque tenha remocéo

equivalente aos PSRPs.

4.1.3 - Métodos de Analise de Protozodrios em Lodo de Esgoto

Segundo Sidhu e Toze (2009), devido a limitagdes metodoldgicas e a presenca
esporédica de certos patdgenos em biossélido, grande parte das pesquisas se concentra
na ocorréncia de micro-organismos indicadores. Como resultado, ha uma lacuna em
relacdo ao potencial risco a satde publica principalmente, de protozoarios e virus.

Com relacdo aos métodos de analise microbioldgica de protozoarios Giardia e
Cryptosporidium empregados para lodo de esgoto, ndo hd um consenso entre 0s autores.
Dessa forma, sdo encontradas inimeras metodologias na literatura, dentre as quais
podem ser citadas:

o Konoté et al. (2013): utilizaram uma combinacdo de sedimentacdo (por

centrifugacdo) e filtracdo com solugdo de eluicdo (acetato de sodio 15g, acido
acético 20 mL, formaldeido 40%, 40 mL e agua destilada 925mL) para enumerar
cistos de protozoarios.

o Khouja et al. (2010): coletaram 100g de lodo para analise. Centrifugaram

amostras segundo o método MBM - método Bailenger modificado, de acordo
com Ben Ayed et al. (2009). Paralelamente, utilizaram o método 1623 da
USEPA (2005) que se constitui de separacdo imunomagnética (IMS) seguido de
reacdo de imunofluorescéncia direta (IFA). Com o MBM, detectaram (00)cistos
de protozoarios em duas de quatro amostras. Como o IMS seguido de IFA,
encontraram Cryptosporidium em 1 de 5 amostras e nenhuma Giardia estava
presente. Os autores comentam que, segundo Yu et al. (2002), isso pode ser
atribuido ao processo de desidratacdo pelo qual o lodo é submetido, o que pode
afetar a morfologia ou a superficie epitopos/glicoproteinas dos (oo)cistos que

sdo alvo dos anticorpos utilizados em ensaios imune.
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o Ben Ayed et al. (2009): também utilizaram o método MBM, que é especifico

para ovos de helmintos; entretanto, a0 mesmo tempo, permite detecgéo de cistos
de protozoérios. E um método simples, rapido, reprodutivel e barato. Porém,
ocorre muita presenca de impurezas e solidos suspensos que podem prejudicar
na visualizacéo de ovos e cistos. Além disso, ndo é possivel diferenciar espéecies
e genotipos e ndo d& informacdo sobre a viabilidade dos parasitas. Os autores
deixavam 5 L de amostra para sedimentar por 24h. Depois 0 sobrenadante era
retirado e o sedimento centrifugado a 1.000 x g por 15 minutos. Depois o pellet
era resuspenso por igual volume com solucdo tampdo de &cido acético (pH =
4,5). Depois dois volumes de éter eram adicionados e a amostra era misturada
por 10 minutos. Havia nova centrifugacdo a 1.000 x g por 15 minutos. Depois
de anotar o volume de pellet, ele era resuspenso em cinco volumes de solugédo de
sulfato de zinco com densidade de 1,3 (densidade de 33%) e misturado
vigorosamente. Rapidamente, 50 microlitros eram transferidos para contagem
microscopica. Os autores encontraram recuperacdes de 36 e 20 % em agua
destilada, 20 e 12% em esgoto bruto e 24 e 16% em esgoto tratado para
Giardia e Cryptosporidium, respectivamente.

o Graczyk et al. (2008): utilizaram FISH (Fluorescence in situ hydridization) e

IFA (Immunofluorescence Assay) ou reacdo de imunofluorescéncia direta (RID)
e demonstraram que a maioria dos (0o)cistos estavam potencialmente viaveis.

o Graczyk et al. (2007): As amostras foram deixadas "overnight” para

sedimentarem. Depois 50 mL foram coletados na camada superior do sedimento
e centrifugados a 3.000 x g por 5 minutos. O pellet resultante foi transferido para
tubos plasticos de 1,5 mL de capacidade. A solucdo foi misturada com igual
volume de 75% de etanol e estocada a 4 °C. O alcool foi retirado por meio de
centrifugacdo (10.000 x g por 10 minutos) duas vezes em PBS estéril, o pellet
resultante foi entdo levado a flotacdo por acucar-fenol. O pellet era dividido em
duas aliquotas: uma para verificacdo de (oo)cistos de Giardia e Cryptosporidium
através da combinagdo de hibridizacdo in situ (FISH) e IFA e a outra para
apenas hibridizacdo in situ, afim de pesquisar sobre microsporideos.

o McCuin e Clancy (2005): Compararam IMS com flutuacdo em sacarose para

melhorar a recuperacdo de oocistos de Cryptosporidium. Também analisaram a

interferéncia da quantidade de lodo utilizado no ensaio: 5, 10 e 15 gramas. A
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porcentagem de recuperagdo de oocistos foi maior ao avaliarem 5 gramas de
lodo.

4.1.4 - Caracteristicas do Lodo de Esgoto

Pouco se conhece sobre a caracterizacdo quimica e microbioldgica do lodo
gerado em ETEs, o que suscita preocupagdes quanto aos efeitos agudos e cronicos para
a salude humana e ao ambiente. Para uma melhor estimativa do risco associado a
utilizacdo do lodo, uma das primeiras etapas é a caracterizacdo do perigo, ou seja,
caracterizar e quantificar os contaminantes quimicos e micro-organismos patogénicos
presentes (SALVADOR, 2011).

Pela propria forma como € originado - a partir do tratamento de esgoto - o lodo é
0 concentrador de nutrientes, matéria organica, metais pesados, organismos patogénicos
e de outros elementos que podem oferecer riscos ao meio ambiente e a salde publica.
As caracteristicas fisicas, quimicas e biol6gicas do lodo sdo muito variaveis,
dependendo do processo de tratamento e do seu carater sazonal (ANDREOLI et al.,
2008; SANTOS, 2009).

O lodo possui grandes quantidades de nitrogénio, potéssio, calcio, magnésio,
enxofre (macronutrientes), além de micronutrientes como, por exemplo, zinco, ferro,
cobre, manganés, boro, molibdénio e cloro (ANDREOLLI et al., 2001, 2008; MELO;
MARQUES, 2001). Segundo Tsutiya (2001), a matéria organica dos biossélidos, que
varia de 40 a 70%, favorece a formacdo de agregados no solo, o que facilita a
penetracdo de raizes e a vida microbiana, fornece nutrientes para as plantas e para 0s
organismos do solo, além de atuar como condicionador do solo.

De acordo com Chagas (2000), o lodo pode ser uma fonte importante de matéria
organica, micro e macronutrientes ao solo, conferindo maior capacidade de retencdo de
agua, maior resisténcia a erosdo. No entanto, os biossolidos podem conter patdgenos
humanos que serdo incorporados aos solos, além de ser fonte de metais pesados, que
podem reduzir a biomassa microbiana do solo e inibir a fixacdo de N,. (MARQUES et
al., 2001).

As espécies e concentragdes de patdgenos presentes no lodo de esgoto séo
bastante variaveis e dependem de (ANDRAUS et al., 1999; EPA, 2003; LOPES et al.,
2005; SIDHU; TOZE, 2009; SALVADOR, 2011):

o condigdes socioecondmicas da populagéo;

o condicdes sanitarias da regiéo;
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o condigdes de salde da comunidade atendida pela ETE;
o tipo de tratamento empregado para o lodo;

o época do ano;

o presenca de hospitais e de abatedouros na area.

Durante o tratamento de aguas residuarias, os patdgenos ficam concentrados no
lodo produzido. H& pouca informacdo sobre o nimero e sobrevivéncia de patdgenos em
biossolidos devido a dificuldade com métodos de deteccédo, especialmente para virus e
protozoarios (SIDHU; TOZE, 2009).

Os principais patdgenos encontrados no lodo, segundo Lopes et al. (2005), sao:
ovos de helmintos, cistos de protozoarios, bactérias e virus entéricos. As concentracoes
de agentes patogénicos em lodo de esgoto podem ser verificadas na tabela 4.6. Os
autores encontraram por volta de 14 oocistos / grama; e de 26 cistos por grama.

Além desses autores, Konoté et al. (2013) observaram acimulo de cistos de
protozoarios em trés diferentes tipos de lagoa de estabilizacdo - anaerdbia, facultativa e
de maturacdo. Todas as espécies pesquisadas de protozoarios, entre elas Giardia, foram
encontradas no lodo da lagoa anaerdbia, e somente cistos de Entamoeba coli foram
encontrados na lagoa facultativa. Constataram também maior destrui¢do de cistos de
acordo com a profundidade do lodo amostrado da lagoa anaerdbia.

A comparacdo dos dados encontrados com outros trabalhos é dificil devido a
metodologias diferentes, amostragem inconsistentes e diferentes tipos de lodo. Os
protozoarios patogénicos Giardia e Cryptosporidium ndo sdo produto de caracterizacdo
do lodo, segundo a Resolucio CONAMA 375 (2006), exceto quando solicitado por

Orgdo ambiental competente.
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Tabela 4.6 - Caracteriza¢do microbioldgica de diferentes tipos de lodo de esgoto.

Agente patogénico Concentracao Observagoes
Bactérias 10" a 8,8 x 10° /kg !

10° /kg ETE Belém - Curitiba®
Virus 38x10°a1,2x10°/L  Lodo Primario®

10" a 10% /L Lodo Digerido®

10'a 8,8 x 10° /L
até 12,5 UFP /g

Lodo Bioldgico*
Enterovirus, em 83% das

amostras”

Cistos de Protozoarios 7,7 x 10* a 3 x 10° /kg
3x10*a 4,1 x 10° /kg
7 x 10" a 10% /kg
5,6 x 10* /kg
2,4 x 10% /100g

84a 1,6 x 10*/100g

Até 1540 cistos e 650
oocistos / L

Até 114 cistos e 110
oocistos / kg

1,1 x 10% cistos / L

14 oocistos e 26 cistos /g

Lodo Primério*

Lodo Digerido®

Lodo Desidratado*

Cistos de Giardia®

Cistos de Giardia, em 40% das
amostras®

Cistos de Entamoeba coli, em
50% das amostras®

Giardia e Cryptosporidium,
respectivamente no lodo de L.A.>
Torta de lodo secundério®

Giardia®
Cryptosporidium e  Giardia,

respectivamente’

14 cistos / L Giardia®
Ovos de Helmintos 10° a 10* /kg Lodo Priméario®
10° a 10° /kg Lodo Digerido*
10" a 10° /kg Lodo Semi desidratado®

1,85 x 10° /kg

Lodo Semi desidratado - ETE

Belém - Curitiba®

Nota: UFP: Unidade Formadora de Placa; L.A.: Lodos Ativados
Referéncias: 'Soccol e Paulino (2000); Andreoli et al. (2008); *Khouija et al. (2010);
“Salvador (2011); °Graczyk et al. (2007); ®Chauret et al. (1999); 'Graczyk et al. (2008);

®Paulino e Soccol (2001).
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Este capitulo teve por objetivo analisar a presenca e verificar a viabilidade de
cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium em lodo de esgoto sanitério de duas
ETEs com sistema de lodos ativados e averiguar se ha diferenca em concentracdo e
viabilidade de (oo)cistos em sistemas de lodos ativados operados de modo convencional
(tempo de residéncia celular de 7 dias) dos operados com aeracdo prolongada (tempo de
residéncia celular de 20 dias).

4.2 - MATERIAL E METODOS

4.2.1 - Amostragem

Amostras de lodo de esgoto foram coletadas em duas ETES:
o ETE - Campus da Universidade de S&o Paulo, na cidade de Séo Carlos -
SP, a qual possui tratamento preliminar, seguido de reator UASB seguido
de unidade piloto de sistema de tratamento por Lodos Ativados. Esse
altimo sistema foi operado com dois tempos de residéncia celular (TRC),
20 e 7 dias, vindo a caracterizd-lo como aeracdo prolongada e
convencional, respectivamente.
o ETE em escala plena, localizada no municipio de Limeira - SP, a qual
possui tratamento preliminar, reator UASB, sistema de lodos ativados e
unidade de desinfeccdo com radiacdo UV.
Para o estudo forma retiradas amostras das linhas de retorno de lodo do sistema
de lodos ativados de ambas ETEs, em frascos previamente lavados, desinfetados e
enxaguados com solucdo Tween 80 (0,1%). Foram realizadas cinco coletas de lodo para
cada TRC na ETE - Campus da USP em Sdo Carlos, e quatro coletas na ETE de

Limeira - SP.

4.2.2 - Processamento das amostras

Foram centrifugados 50 mL da amostra a 1500 x g, por 15 minutos. O
sobrenadante foi aspirado e descartado. Ao pellet final, com menos de 5 mL, foram
adicionados 10 mL de solugéo de eluigdo - Tween 80 (0,1%). Apds homogeneiza¢do em
vortex por 30 segundos, houve nova centrifugacdo (1500 x g, por 15 min.), com
retirada e descarte de sobrenadante. Posteriormente, foram adicionados 10 mL de &gua

deionizada e outra homogeneizacdo em vortex. Apos a terceira centrifugacéo (1500 x g,
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por 15 min.), o sobrenadante foi retirado e descartado, sendo deixado pellet de 5mL, o
qual foi levado ao vortéx e mantido "overnight"a 7,5 £ 2,5 °C.

Para quantificacdo da massa da amostra, 50 mL de lodo foram levados a estufa
(105 - 110 °C) para analise de solidos totais: Método Gravimétrico (APHA, 2005).

4.2.2.1 - Deteccéo e Identificagdo de (oo)cistos

A partir de duas aliquotas de 10 pL de pellet (réplicas), por amostra, a
enumeracdo de cistos e oocistos foi realizada por reacdo de imunofluorescéncia direta
(RID) com utilizagdo de kit Merifluor (Meridien Bioscience Diagnostics, Cincinnatti,
Ohio).

Primeiramente, as aliquotas foram colocadas nas placas e deixadas para secar a
temperatura ambiente (aproximadamente 30 minutos). Em seguida, houve adi¢éo de 10
a 30 pL de metanol, deixando secar por 10 minutos.

Ap0s essa etapa, houve acréscimo de uma gota do reagente de deteccdo e uma
gota do contra-corante, ambos presentes no kit Merifluor; e as placas foram levadas a
37°C, por 30 minutos, em camara Umida e no escuro.

Para lavagem, aplicaram-se 100 puL de agua deionizada no pogo da placa, € a

mesma foi inclinada a 45°.

4.2.2.2 - Avaliacdo da viabilidade de (oo)cistos

A viabilidade dos cistos e oocistos foi inferida através da coloracdo diferencial
com iodeto de propideo (Sigma-Aldrich, USA), segundo Campbell et al. (1992). Esse
reagente, responsavel pela emissdo de fluorescéncia vermelha (A = 510 a 550 nm),
penetra apenas nos microrganismos com membrana danificada (células mortas).

Para isso, foi aplicada uma gota do corante em cada poco da placa, deixando por
15 minutos. Depois foi realizada nova lavagem com aplicacdo de 100 uL de agua
deionizada no pocgo da placa, e a mesma foi inclinada a 45°. Aplicou-se uma gota de
meio de montagem presente no kit Merifluor e, por fim, foi colocada a laminula. Na
figura 4.1, pode-se observar uma placa com amostras de lodo para analise de

protozoarios patogénicos.
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Figura 4.1: Placa com amostras de lodo para anélise de Giardia e Cryptosporidium.

As amostras foram examinadas em microscopio de imunofluorescéncia
(Olympus BX51) sob aumento de 400X a 800X.
Para o célculo da concentracdo de (oo)cistos por grama de lodo, foi utilizada a

seguinte equacao (4.1), modificada de Bonatti (2007).

N° (oo)cistos por N° (oo)cistos contabilizados na ldmina x VSF 4.1

grama de solidos totais VSL x MA x 1073

VSL = volume de sedimento examinado na ldamina (10uL);
MA = massa da amostra (Q);
VSF = volume de sedimento final (5 mL).

4.2.3 - Andlise Estatistica
A andlise estatistica dos dados encontrados foi realizada utilizando o software
STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc, 2004). A homogeneidade de variancia foi verificada

através do teste de Lévene e para comparacdo de médias foi aplicada ANOVA, com

teste t de Student.

4.3 - RESULTADOS

4.3.1 - ETE - Campus da USP, Sao Carlos - SP

Na ETE localizada no Campus da USP, em S&o Carlos, foram realizadas cinco

coletas de lodo para cada tempo de residéncia celular (TRC): aeragdo prolongada - 20
dias - e convencional - 7 dias, cujas contagens de cistos e oocistos estdo reportadas nas

figuras 4.2 e 4.3.
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Figura 4.2 - Concentragéo de cistos de Giardia spp. em lodo de esgoto proveniente de sistema
de Lodos Ativados.
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Figura 4.3 - Concentracdo de oocistos de Cryptosporidium spp. em lodo de esgoto proveniente
de sistema de Lodos Ativados (ndo foram detectados oocistos na coleta 1).

Pode-se observar que cistos de Giardia foram encontrados em 100% (10/10) das
amostras analisadas com media de 32.916 cistos por grama quando o sistema foi
operado em aeracdo prolongada e de 60.509 cistos por grama, no convencional.
Oocistos de Cryptosporidium foram encontrados em 60% (6/10) das amostras,
resultados superiores aos encontrados por Bonatti (2007), com média de 1405 oocistos
por grama, quando em aeracdo prolongada e de 958 oocistos por grama, no
convencional. Ainda com relacdo a apenas Cryptosporidium, foi menor se comparada as
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porcentagens de amostras positivas relatadas por lacovski et al. (2004). Houve diferenga
estatistica entre a concentracdo de cistos e a de oocistos (p < 0,05). No entanto, nao
foram verificadas diferencas entre as concentracdes de cistos, ao se comparar o sistema
operado em aeracdo prolongada e de modo convencional ( p = 0,4109).

Os resultados mostram ainda concentracdo expressiva de cistos e 00cistos no
lodo, superiores aos dados encontrados por Graczyk et al. (2008) de aproximadamente
27 cistos de Giardia e 14 oocistos de Cryptosporidium por grama de lodo de ETE; aos
de Bonatti (2007), de até 4800 cistos de Giardia por grama e de Gerba et al. (2011),
cujas concentracdes se mostraram: para Giardia, de 10 a 1000 cistos por grama e
Cryptosporidium, de 100 a 2000 oocistos por grama.

De acordo com lacovski et al. (2004), a variacdo tanto da concentracdo de cistos
e oocistos, quanto da porcentagem de amostras positivas depende das caracteristicas da
populacéo servida pela ETE como, por exemplo, o nivel de infeccdo dos individuos por
esses protozoarios. H& que se relatar ainda a extrapolacdo dos resultados, pois sdo
retirados 10 pL de amostra para leitura de um volume de sedimento de 5 mL, conforme
aequacao 4.1.

Com relagdo a viabilidade dos oocistos de Cryptosporidium, para o0 TRC de 20
dias, 88% se apresentaram viaveis, enquanto que para 0 TRC de 7 dias, 100%. A
viabilidade dos cistos de Giardia pode ser verificada na figura 4.4. Exemplos de cistos

de Giardia, viavel e ndo viavel, podem ser visualizados na figura 4.5.

Porcentagem viavel de cistos de Giardia spp.
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TRC 7 dias TRC 20 dias

Figura 4.4 - Viabilidade de cistos de Giardia spp. em lodo de esgoto proveniente de sistema de
lodos ativados (ETE - piloto).
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Legenda:

I — cisto de Giardia viavel (Aumento de 500x)

II — cisto de Giardia ndo viavel. (Aumento de 400x).

Figura 4.5 - Exemplos de cistos de Giardia spp. viavel e ndo viavel em lodo de esgoto.

N&o foi encontrada diferenca estatistica quanto a viabilidade dos cistos e dos
oocistos em relagdo aos tempos de residéncia celular empregados.

4.3.2 - ETE - em escala plena, do municipio de Limeira - SP

As amostras de lodo foram 100% positivas para Giardia e 25%, para
Cryptosporidium e as médias das concentracdes de cistos e oocistos encontradas no
lodo da ETE - Limeira foram:

o 32816 para cistos de Giardia por grama, sendo 92% deles viaveis;
o 994 para oocistos de Cryptosporidium, sendo que 75% apresentaram
viaveis.

Tanto as médias de cistos como as de oocistos foram prdximas as encontradas na
ETE - USP Séo Carlos. Nestes casos, ndo houve diferencas estatisticas entre as médias e
entre as porcentagens de viabilidade da duas ETEs - escala plena e escala piloto.

Graczyk et al. (2007) encontraram concentracOes de até 114 cistos de Giardia e
110 oocistos de Cryptosporidium, na torta de lodo proveniente de sistema de lodos
ativados. Os mesmos autores também relatam que a grande maioria dos (0o)cistos
contabilizados estavam viaveis (> 99%).

Os resultados encontrados suscitam preocupagdo devido a potencial
contaminacdo do lodo destinado & aplicacdo no solo, sendo necessario tratamento.

Como um dos principais destinos do lodo de esgoto € o uso na agricultura, devem ser
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ressaltados os riscos diretos e indiretos, como: contaminacdo do solo, da agua, das
plantaces, etc.. Além disso, deve-se atentar ao manejo do lodo para preservar a saude

dos trabalhadores e outras populacdes expostas.

4.4 - CONCLUSAO

A mudanca de operacdo do sistema de lodos ativados, de aeracdo prolongada
para convencional, na ETE - USP Sao Carlos, ndo ocasionou diferenca na concentracao
de (oo)cistos dos protozodrios pesquisados no lodo e nem de sua viabilidade.

As concentragdes de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium
observadas no lodo em ambas ETEs ressaltam riscos potenciais a saude humana, caso
ocorra utilizacdo de lodo de esgoto sem tratamento, pois grande parte ainda se encontra

viavel.
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Capitulo 5

Remocao de cistos de Giardia e
oocistos de Cryptosporidium em ETE

em escala plena.

O intuito deste capitulo foi avaliar a remocdo e a viabilidade de cistos de
Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. em diferentes processos de tratamento

de esgoto sanitario em uma ETE em escala plena.
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5.1. INTRODUCAO

A concentracdo desses microrganismos no afluente da ETE estd diretamente
relacionada a prevaléncia de infec¢do na populacdo (KISTEMANN et al., 2008). Sendo
assim, a eficiéncia da ETE em remover microrganismos € uma das mais importantes
barreiras para reduzir o aporte de (oo)cistos em corpos receptores (SYKORA et al.,
1991).

O esgoto sanitario pode se transformar em potencial fonte de protozoarios
patogénicos, caso ainda haja presenca de cistos e oocistos na fase liquida (efluente final)
e/ou na fase sélida (lodo). No entanto, essa eficiéncia depende do sistema de tratamento
empregado (SANTOS et al., 2004; LIM et al., 2007; KISTERMANN et al., 2008;
CHENG et al., 2009).

O esgoto sanitario € fonte de cistos e pode ter papel significativo na transmissao
de doencas veiculadas pela 4gua. O que torna o cenario mais critico é que, atualmente,
aguas residuarias tratadas em ETE sdo despejadas frequentemente em agua de rios que
serdo utilizados para abastecimento publico, irrigacdo, recreacdo, mais a jusante. Estes
efluentes de ETEs contendo patégenos como Giardia e Cryptosporidium, pois nao
foram suficientemente tratados, podem aumentar o risco de infeccdo em humanos e
animais. Segundo Santos et al. (2004), dados da ocorréncia e concentracdo de (0o)cistos

no esgoto, no Brasil, sdo ainda escassos.

5.2. OBJETIVO

O presente estudo tentou elucidar o desempenho de uma ETE em escala plena,
que contém tratamento preliminar, reator UASB, sistema de lodos ativados e etapa de
desinfeccdo por radiacdo ultravioleta, na remocao de protozoarios patogénicos.

Como objetivos especificos:

o Avaliar a remocdo e a viabilidade dos protozoarios Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. nos diferentes processos de tratamento;

o Avaliar a remogdo de microrganismos indicadores — coliformes totais,
Escherichia coli e Clostridium perfringens - nos diferentes processos de

tratamento;
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o Analisar os impactos da radiacdo ultravioleta na viabilidade de cistos e
0ocistos.
o Comparar os dados de remocdo de microrganismos encontrados na ETE

em escala plena com os da ETE em escala piloto.

5.3. MATERIAL E METODOS

531-AETE

A ETE em escala plena, que serviu de estudo, estd situada no municipio de
Limeira, no estado de Sdo Paulo, Brasil, e trata, em média, 90 litros por segundo de
esgoto, praticamente, todo doméstico. O esgoto bruto chega a ETE e, por uma estacdo
elevatoria, € bombeado a entrada do tratamento preliminar composto de: grades,
peneiras e caixa aerada de remocéo de areia.

Ap0s essa etapa, 0 esgoto € encaminhado aos reatores UASB e em seguida, ao
sistema de lodos ativados, composto por tanque de aeracdo e decantador. O efluente do
tratamento secundario passa, antes de ser lancado ao corpo receptor, atraves da unidade
de desinfecgéo composta por lampadas que emitem radiacdo ultravioleta.

As principais unidades de tratamento que compdem a ETE podem ser

visualizadas da figura 5.1.
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Figura 5.1 - Principais unidades de tratamento da ETE situada no municipio de Limeira - SP. I-
caixa aerada de remocdo de areia; Il - reatores UASB; Il - Lodos Ativados e IV: desinfeccdo

com radiacéo ultravioleta.

5.3.2 - Amostragem

Foram realizadas quatro coletas entre 0os meses de setembro de 2012 e fevereiro
de 2013. As amostras de esgoto bruto, do efluente do tratamento preliminar, reator
UASB, sistema de lodos ativados e desinfeccdo por radiacdo ultravioleta, foram
recolhidas no periodo da manhd, por volta das 9 horas e eram armazenadas em frascos
de 1 litro previamente lavados, desinfetados e enxaguados com solugdo Tween 80
(0,1%). As amostras foram transportadas em isopor com gelo para serem analisadas no
Laboratorio de Tratamento Avangado e Relso de Aguas (LATAR), na USP - Campus
Sé&o Carlos.

5.3.3 - Andlises Fisico-Quimicas

As analises fisico-quimicas realizadas para caracterizacdo e monitoramento de
cada uma das etapas de tratamento da ETE estdo apresentadas na tabela 5.1, as quais
seguiram o Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA,
2005).
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Tabela 5.1 - Métodos analiticos empregados para anélises fisico-quimicas de efluentes da ETE -

escala plena, situada no municipio de Limeira - SP.

Variavel Método e Equipamentos

Absorbancia em comprimento de

Espectrofotdmetro DR 4000 ou DR 5000.
onda de 254nm

Demanda Quimica de Oxigénio ) o
Método colorimétrico em refluxo fechado (5220 D)

(DQO)
pH Método Potenciométrico. pH meter - Denver Instrument
Sélidos Totais Método Gravimétrico (2540 B)

Método Gravimétrico — filtragdo em membrana (1,2 um)

Sélidos Suspensos Totais
(2540 B)

Turbidez Turbidimetro 2100 P

5.3.4 - Exames Microbiolégicos

As andlises de coliformes totais, Escherichia coli e Clostridium perfringens
decorreram conforme relatado no capitulo 3, itens 3.3.4.1 e 3.3.4.2, respectivamente.

A andlise de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium foi realizada de
duas maneiras diferentes: caso a amostra apresentasse média ou elevada turbidez (acima
de 25 uT), utilizava-se o método da tripla centrifugacdo, como relatado no capitulo 2, no
item 2.3.2.1.1. Porém, caso a turbidez fosse baixa, era empregado o método da filtracdo
em membrana, como relatado no capitulo 2, no item 2.3.2.3; sendo realizado,
principalmente, para amostras de efluente do lodos ativados e da unidade de
desinfeccéo.

Depois da etapa inicial de concentracdo da amostra, foi utilizada a reacdo por
imunofluorescéncia direta (RID), com o kit Merifluor, como relatado no capitulo 2, no
item 2.3.5. A viabilidade dos cistos e oocistos foi inferida através da coloracdo
diferencial com iodeto de propideo (Sigma-Aldrich, USA), conforme relatado no
capitulo 3, item 3.3.4.3.

Fagnani (2010) avaliou cistos e oocistos submetidos ao processo oxidativo
avancado composto de perdxido de hidrogénio com radiacdo ultravioleta e os
classificou em quatro classes diferentes (A, B, C e D) relacionadas a danos
morfoldgicos e fluorescéncia apds a RID. De acordo com a autora, a RID baseia-se em

reacOes de anticorpos monoclonais anti-Giardia e anti-Cryptosporidium com epitopos
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presentes na paredes dos (oo)cistos, os quais sob irradiacdo em 490 nm, apresentam
coloragéo verde-macé brilhante, conforme o esquema apresentado na figura 5.2.

+
Epitopo Isotiocianato de Fluoresceina -

N4 FITC

Kit Merifluor®
{Meridian Bioscience, Cincinnatti, Ohio).

Cisto de Giardia spp
(antigeno) na amostra

Anticorpo anti-Giardia

A N A

Microscopio de Fluorescéncia
T {450-490 nm excitacdo e 520 nm filtro de —_—
barreira)
Emissdo da cor verde
Cisto de Giardia spp.
+ anticorpo anti-Giardia
com FITC

Figura 5.2 - Reagdo de Imunofluorescéncia Direta (Fonte: FAGNANI, 2010).

No presente estudo, a partir de observacdes iniciais de (oo)cistos na ETE - piloto
(USP - Séo Carlos), optou-se em verificar alteracfes da fluorescéncia para (0o)cistos
nas amostras coletadas na ETE em escala plena. Sendo assim, foram classificados em:
e (oo)cistos viaveis com fluorescéncia padréo (figura 5.3-11)
e (oo)cistos viaveis com fluorescéncia alterada (figura 5.3-1)

e (oo)cistos inviaveis (penetracdo de iodeto de propideo)

Exemplos de cistos de Giardia viaveis: I — com fluorescéncia alterada; II — com fluorescéncia padrdo.

Figura 5.3 - Classificacdo de cistos viaveis de Giardia de acordo com a fluorescéncia (400x)



175

Ao contréario de Fagnani (2010), que avaliou a presenca ou auséncia de danos
morfolégicos, no presente trabalho foi inferido que estes danos, quando expressivos,
permitiriam a penetracdo do corante iodeto de propideo, sendo, portanto, contabilizados
como (oo)cistos invidveis e quando ndo expressivos, provocariam apenas alteracdo na
fluorescéncia dos (oo)cistos viaveis.

As alteragdes da fluorescéncia foram confirmadas por microscopia de campo
claro, pois assim, segundo Fagnani (2010), poderia ser verificada se a alteracdo da
fluorescéncia foi devida a destruicbes de epitopos de ligacdo com o anticorpo
monoclonal ou se havia estruturas aderidas aos (0o)cistos que ndo permitiram a ligacao
anticorpo - epitopo.

As amostras foram examinadas em microscopio de imunofluorescéncia
(Olympus BX51) sob aumento de 400X a 800X. Para o calculo da concentracdo de
(oo)cistos por litro, foi utilizada a equacgéo (5.1) de Cantusio Neto (2004).

n° de (oo)cistos detectados x 10° x volume total do sedimento (mL) (5.1)

volume de sedimento na ldmina (uL) x volume da amostra (mL)

5.3.5 - Andlise Estatistica
A anélise estatistica foi realizada empregando o software STATISTICA 7.0

(StatSoft, Inc, 2004). Os dados, quando necessarios, foram transformados a fim de
apresentarem distribuicdo normal — verificada por teste Shapiro-Wilk; a homogeneidade
de variancias foi verificada por teste de Levene e as comparacfes entre médias foram
feitas utilizando o teste "t" de Student. Quando os dados ndo puderam ser
transformados, foram aplicados testes ndo-paramétricos de Wilcoxon para variaveis
dependentes ou o teste de U de Mann-Whitney para variaveis independentes. Em todos

os testes, a diferenca entre as varidveis foi considerada significante quando p < 0,05.

5.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1 - Monitoramento de variaveis fisicas e guimicas

O monitoramento dos parametros fisico-quimicos da ETE - escala plena, do

municipio de Limeira, esta apresentado nas tabelas 5.2 e 5.3.
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Primeiramente, vale ressaltar que o aumento do pH no tratamento preliminar foi
devido a adicdo de cal junto a caixa aerada de remogdo de areia, a qual auxiliava na
homogeneizacéo e, por fim, garantia alcalinidade suficiente para o bom funcionamento
do reator UASB.

Através do teste "t" para amostras dependentes, foi verificado que o afluente
bruto e o efluente do tratamento preliminar apresentam caracteristicas similares de
turbidez, absorbancia 254nm, DQO, ST, SST e SDT. Essa igualdade também foi
significativa para os efluentes do lodos ativados e da unidade de desinfeccdo (iguais,
pH, absorbancia 254 nm, DQO, ST, SST e SDT).

Os reatores UASB e o sistema de lodos ativados apresentaram boas remocdes
nas caracteristicas fisicas e quimicas analisadas, permitindo que o efluente chegasse a
unidade de desinfeccdo com baixas turbidez, absorbancia 254nm, DQO e SST,
principalmente, o que facilita a penetracdo da radiacdo ultravioleta no efluente para
atingir o microrganismos alvo.

Ao comparar os resultados de remocéo encontrados para as ETES, escala plena e
piloto (USP- Séo Carlos), através da aplicacdo do teste "t" para amostras independentes,
verificou-se que:

o O reator UASB da ETE escala real foi significativamente mais eficiente
apenas na diminuicdo de absorbancia 254 nm (valor - p = 0,031);

o O sistema de lodos ativados da ETE escala plena foi significativamente
mais eficiente na remocgédo de turbidez e de DQO (valor - p = 0,014 e
0,016; respectivamente);

o E aremocdo geral nos reatores bioldgicos - UASB + lodos ativados - na
ETE escala plena foi significativamente maior para turbidez, absorbancia
254 nm e DQO (p = 0,04, 0,018 e 0,032; respectivamente).
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Tabela 5.2 - Resultado do monitoramento fisico-quimico da ETE em escala plena, situada no municipio de Limeira - SP (afluente bruto, ap6s tratamento

preliminar; apds reator UASB).

Afluente Bruto

Efluente Tratamento Preliminar

Efluente reator UASB

(@] o o o o (@] o o o
'C £ E 'c = E 'S £ £E
Variavel Ko 2 £ 3 Koo 2 £ 3 Koo 2 = 3
85 Q = > = Q P > 3 Q P >
2 S S 2 = S 2 S S
A S S s S S A S S
pH 7,18 0,26 6,82 7.43 8,46 027 8,10 8,75 7,22 0,10 7.11 7.31
Turbidez (uT) 389 166,5 236 626 2853 525 233 346 83,8 30,8 61,4 127
Abs 254 nm 2243 0325 1,835 2,630 1,925 0215 1,721 2227 0571 0,081 0,491 0,643
DQO (mg.L™) 1079 418 721 1679 724 74 625 805 168 24 148 197
ST (mg.L™) 989 320 669 1433 895 101 753 971 534 101 424 655
SST (mg.L™) 373 145 230 574 301 69 245 401 41 6,0 37 50
SDT (mg.L™?) 616 176 439 859 594 76 508 691 493 101 384 618

Nota: AP: alcalinidade parcial; AT: alcalinidade total; DQO: demanda quimica de oxigénio; ST: solidos totais; SST: sélidos suspensos totais; SDT: solidos

dissolvidos totais.



178

Tabela 5.3 - Resultado do monitoramento fisico-quimico da ETE em escala plena, situada no municipio de Limeira - SP (efluente do sistema de lodos ativados

e apos desinfecgdo com radiagdo UV).

Efluente Lodos Ativados

Efluente Desinfeccdo com UV

Eficiéncia Remocao

3 >
g £ E € & E g5 8 g 3
Variavel o I £ % o I £ & ¢ £ S = R 0T
3 A > > E A. > > E E L < g 38
= 2 5 5 = 2 5 s & B 2 2 0
2 3 < z = = £ rF& 5 8 £
A S S a) > s F o 3 &)
pH 633 015 619 651 741 025 691 746 - 2 2 2
Turbidez (uT) 425 063 357 48 401 075 317 470 211 706 944 62 988
Abs 254 nm 0227 0021 0199 0251 0232 0022 0202 0253 133 703 599 O 896
DQO (mg.L™) 37 12 22 47 4 20 22 66 269 767 783 3 963
ST (mg.L™Y) 347 256 64 685 340 239 65 648 95 404 368 14 607
SST (mg.L™?) 90 50 50 14 13 15 10 32 184 858 775 40 963
SDT (mg.L™) 3390 253 59 674 328 233 65 632 80 176 345 28 423

Nota: AP: alcalinidade parcial; AT: alcalinidade total; DQO: demanda quimica de oxigénio; ST: solidos totais; SST: sélidos suspensos totais; SDT: sélidos

dissolvidos totais.
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5.4.2 - Monitoramento microbiolégico

O resultado do monitoramento dos microrganismos indicadores e dos dois
protozoarios patogénicos pode ser visualizado na tabela 5.4.

Sdo verificadas elevadas concentracdes dos indicadores de contaminagao fecal -
coliformes totais, E. coli e Clostridium perfringens - e de protozoarios patogénicos -
Giardia spp. e Cryptosporidium spp. - no esgoto bruto.

Ao se comparar com o efluente da ETE - USP Séo Carlos, as concentracdes de
Giardia spp., Clostridium sp., coliformes totais e E. coli no esgoto bruto foram
superiores significativamente (valor - p = 0,0001; 0,002; 0,0001 e 0,0001,
respectivamente).

Com relacdo aos protozoarios pesquisados, vale ressaltar que todas as amostras
analisadas (20), sejam do afluente bruto, efluentes tratados e desinfetados, foram
positivas para cistos de Giardia, porcentagem similar a encontrada na ETE piloto da
USP Séo Carlos e em 95% das amostras, (19/20), para oocistos de Cryptosporidium
(porcentagem superior a encontrada na ETE piloto).

Como relatado no capitulo 3, as altas concentra¢cfes de (oo)cistos de Giardia e
Cryptosporidium presentes no esgoto refletem a incidéncia na populagdo (OTTOSON et
al., 2006; CHENG et al., 2009; NASSER et al., 2012). Apesar de ndo existir nenhum
dado oficial de surto no pais, ha estudos que revelam alta prevaléncia destes parasitas na
populacdo brasileira, principalmente em areas com condi¢des sanitarias precarias
(RAZZOLINI et al., 2011), como também pode ser visto no capitulo 1 deste trabalho.

Ao comparar as remocdes de micro-organismos na ETE escala real com a ETE
piloto (USP Séo Carlos), foram encontrados os seguintes resultados:

o O reator UASB operado na ETE em Limeira apresentou remocdes
significativamente maiores (Teste Mann-Whitney, valor p < 0,05) para E.
coli, Clostridium perfringens e cistos de Giardia. Enquanto que a remocao
de coliformes totais foram estatisticamente iguais para ambas ETEs.

o Ao analisar apenas os sistemas de lodos ativados, a ETE em escala plena
obteve maiores remocdes de coliformes totais e Clostridium perfringens

(Teste Mann-Whitney e teste "t", respectivamente; p < 0,05).
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Efluente Efluente Reator Efluente Lodos Efluente

Afluente ) ) @

Tratamento UASB Ativados Desinfeccéo UV 8

Bruto o =

Preliminar 5
g < g -
13 ~ ~ ~ ~ O" 8 (.)" 8
Variavel « © S « S © S © S g 3 g S
= =) = Q = =) = =) = o _1 o O

S 5 S 5 o S 5 o S 5 o S 5 o x 7 o«

TE €8¢ % EE % 288 % E®E g @

= s =2g g =25 g =2g g =5 2 2

(&) (&) [<5) > (<) (o)) [<5) (=) [<5) D

nd e nd e =
Escherichia coli * 73x10" 4,0x10° 026 40x10° 1,00 31x10*® 211 4,2x103 0,86 3,38 4,24
Coliformes totais * 24x10° 21x10® 008 15x10° 1,15 19x10° 189 34x10* 0,74 3,11 3,85
Clostridium sp. * 44x10° 29x10° 018 70x10* 063 87x10° 091 6,0x102 0,16 1,71 1,87
Giardia spp. ** 70x10* 37x10* 027 70x10® 0,73 11x102 0,78 10x103 0,04 1,79 1,82
Cryptosporidium spp.** 51x102 46x102 004 18x102 040 60x10* 047 33x10 0,27 0,91 1,18

Nota: *UFC/100 mL; **(oo)cistos/L. Os valores apresentados de remocéo dos micro-organismos, em unidades logaritmicas, sdo a média de remog&o a partir

das quatro coletas de amostra realizadas.
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N&o obstante, a remocdo de E. coli e de cistos de Giardia foram
estatisticamente iguais.

o Quanto ao tratamento biolégico composto por reator UASB seguido pelo
sistema de lodos ativados, houve remocéo estatisticamente maior na ETE em
escala plena para coliformes totais e Clostridium perfringens. Para E. coli e
cistos de Giardia, ambas ETEs apresentaram remogdes similares.

Através do teste estatistico de Mann-Whitney foi constatado que as remocdes de
E. coli e coliformes totais foram maiores quando comparados a Clostridium perfringens,
cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium ao analisar os reatores bioldgicos
(UASB seguido de lodos ativados), resultado similar ao encontrado na ETE - piloto
(USP - S&o Carlos) e também na inativacao pela desinfeccéo por radiacdo ultravioleta e
na remocdo global promovida pela ETE em escala plena. Ressalta-se a importancia
desses resultados pois sdo microrganismos de dificil inativacéo por desinfeccao.

Wen et al. (2009) também encontraram diferengas significativas ao analisar ETE
- piloto e ETE em escala plena, ambas com sistema de lodos ativados. Esses autores
constataram remocdes similares para E. coli e coliformes totais; porém, menores para
Clostridium perfringens e cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium na ETE em
escala plena.

A ETE - Limeira apresentou remoc6es de (oo)cistos de protozoarios, através do
sistema de lodos ativados, préximas as relatadas por Lim et al. (2007), na Malasia;
Castro-Hermida et al. (2008), na Espanha; Wen et al. (2009), na Austrélia; Cheng et al.
(2009), na Irlanda; porém, menores que 0s encontrados por Montemayor et al. (2005),
na Espanha e Moulin et al. (2010), na Franca.

A ETE em estudo também apresentou remocdo de esporos de Clostridium
perfringens e E. coli, através do reator UASB, proxima a encontrada por Ottoson et al.
(2006). Remogdes de esporos de Clostridium perfringens, E. coli e coliformes totais,
pelo sistema de lodos ativados, foram similares as encontradas por Wen et al. (2009) e
um pouco menores quando comparadas as relatadas por Ottoson et al. (2006) e Moulin
et al. (2010).

Além disso, a porcentagem de cistos de Giardia viaveis ndo variou
significativamente durante o tratamento (p > 0,05; teste de Wilcoxon), representando

risco a sade humana, como pode ser visto na figura 5.4.
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Viabilidade dos cistos de Giardia spp.
100 === m e e

Viabilidade (%)

Bruto Preliminar UASB Lodo Ativado Desinfec¢do
uv

W Coletal M Coleta 2 W Coleta 3 W Coleta 4

Figura 5.4 - Viabilidade dos cistos de Giardia spp. no decorrer do tratamento da ETE em escala
plena, situada no municipio de Limeira - SP.

Os valores de porcentagem de cistos viaveis variou de 56% (efluente do
tratamento preliminar, na primeira coleta) a 94% em efluente apds a desinfeccédo
ultravioleta, na segunda coleta). Com relacdo aos oocistos de Cryptosporidium, a
viabilidade variou de 50 a 100% nos diferentes efluentes do tratamento. Pode-se inferir
gue os processos de tratamento retiveram principalmente os (0o)cistos ndo viaveis.

Nas amostras de efluente da ETE - escala plena, ndo sé a inferéncia de
viabilidade foi analisada, mas também a alteracdo de fluorescéncia dos cistos e oocistos
viaveis encontrados nos diferentes efluentes coletados durante o tratamento, como pode

ser visualizado na figura 5.5.
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Alterac¢ao de Fluorescéncia
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Figura 5.5 - Avaliacdo da alteragdo da fluorescéncia dos cistos de Giardia em amostras de

efluentes bruto e tratados de uma ETE em escala plena, situada no municipio de Limeira - SP.

Pode-se observar declinio da porcentagem de cistos com fluorescéncia padréo, o
qual se acentua, principalmente a partir o tratamento aerébio por lodos ativados e na
desinfecgéo por radiagéo ultravioleta, confirmado estatisticamente pelo teste "t".

Ainda com relacdo a etapa de desinfec¢do, a dose aplicada contribuiu pouco para
a inativacdo de microrganismos indicadores e protozoarios patogénicos, mas suficiente
para garantir que o efluente atendesse a legislacdo pertinente. Quanto aos (0o)cistos, ndo
foram encontradas diferencas entre a porcentagem viavel e alteracdo da fluorescéncia
dos (oo)cistos viadveis entre amostras de lodo ativado e as de desinfec¢cdo por radiacédo

ultravioleta.

5.5 - CONCLUSOES

O estudo do comportamento de reatores em ETE de escala plena proporcionou
elucidar diferencas e similaridades nos resultados de remocédo microbioldgica e fisico-
quimica quando comparados a reatores da ETE piloto, da USP Séao Carlos.

A remocdo de cistos e oocistos foram menores que 2 log, bem como de esporos
de Clostridium perfringens. No entanto, as remog¢des médias de coliformes totais e E.
coli foram proximas a 4 unidades logaritmicas. Esses resultados foram similares a

outros trabalhos pesquisados na literatura.
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Foram encontradas concentragcdes de microrganismos indicadores e protozoarios
patogénicos no esgoto estatisticamente superiores aos resultados da ETE piloto, o que
pode refletir a contribuicdo de numero maior de individuos com giardiase e
criptosporidiose, dependendo da localidade.

Apesar de a porcentagem viavel de cistos de Giardia ndo se modificar durante o
tratamento, foi constatada alteracdo de fluorescéncia dos cistos viaveis, 0 que mostra
que os processos de tratamento estdo causando danos morfoldgicos na parede de cistos e

oocistos, mas ainda ndo téo "profundos” para deixa-los inviaveis.
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Capitulo 6

Pos-tratamento de efluente
secundario por desinfeccao: ensaios
Individuals e sequenciais em

batelada

O intuito deste capitulo foi avaliar a acdo dos desinfetantes - cloro, ozénio e
radiacéo ultravioleta - na inativacdo de coliformes totais, Escherichia coli e Clostridium
perfingens, Giardia spp. e Cryptosporidium spp., a partir de ensaios individuais e

sequenciais, em batelada.
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6.1. INTRODUCAO

A gestdo de recursos hidricos precisa ser estendida até o lancamento de esgotos
tratados e desinfetados, pois esgotos ndo desinfetados quando lancados nos corpos
d"agua, ou reutilizados, podem representar riscos a saude publica (LI et al., 2009;
WANG et al., 2012; ROBERTSON et al., 2000). Além disso, o conceito de barreiras
maultiplas envolve desde a protecdo dos mananciais (superficiais e subterraneos) até a
otimizacdo dos processos de tratamento de agua e de sistemas de distribuicdo
(EDZWALD; KELLEY, 1998).

O lancamento de esgoto in natura em corpos d’agua é um dos principais
problemas de salde publica e investimentos em reuso direto de aguas residuarias devem
fazer parte de metas de gestdo de recursos hidricos (ROSE, 2007). Por conseguinte, um
eficiente processo de tratamento de esgoto, com alta eficiéncia na remog&o e inativagdo
de microrganismos, diminui o aporte de patdgenos aos mananciais. (CASTRO-
HERMIDA et al., 2008; EDZWALD; KELLEY, 1998).

Os cistos e oocistos sao detectados em aguas superficiais devido ao descarte de
efluentes domésticos, tratados e ndo tratados, aguas pluviais provenientes de areas
agricolas, chegando a mananciais utilizados para balneabilidade, abastecimento de agua
para consumo humano, irrigacdo, dessedentacdo de animais, vindo a manter o ambiente
sempre contaminado (MEDEMA et al., 1997; CARRARO et al., 2000).

6.2. DESINFECCAO DE ESGOTO SANITARIO

A desinfeccdo é a inativacdo de microrganismos capazes de causar doengas a um
nivel que ndo seja mais significante a saude publica. A desinfeccdo de agua para
abastecimento publico é provavelmente a medida de prevencdo de doengas mais
significativa na histéria humana (BITTON, 2011).

Robert Koch foi o responsavel pelos primeiros experimentos de desinfec¢éo,
usando culturas puras de bactérias, ao estudar os efeitos do fenol e do didoxido de
enxofre em esporos de Bacillus anthracis em 1886. Apds esse episddio, outros
pesquisadores estudaram a creolina, cloreto de mercario, nitrato de prata como
desinfetantes em infeccGes de colera e febre tifoide, no inicio do século XX (CHICK,
1908).
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Como se pode perceber nos capitulos anteriores, o tratamento convencional de
aguas residuérias, na auséncia de desinfeccdo, ndo fornece remoc¢do e inativacdo de
patdgeno com eficiéncia compativel com o padrdo microbioldgico de agua para redso e
contato publico. Desse modo, a desinfeccdo traria: protecdo da saude publica, ao servir
de barreira contra organismos patogénicos; reducdo do risco de transmisséo de doencas;
além de objetivar e garantir retso da agua (BITTON, 2011; CREBELLI et al., 2005;
WANG et al., 2012; WEF, 1996).

6.2.1 - Cloro

O cloro é o desinfetante mais utilizado mundialmente para tratamento de agua e
aguas residuéarias, ajudando a reduzir o nimero de surtos de doencas de veiculacdo
hidrica e por alimentos contaminados. O primeiro sistema de cloracdo de agua de
abastecimento data de 1902, na Bélgica (BITTON, 2011).

O cloro age, principalmente, na membrana plasmatica da célula, modificando
sua permeabilidade, promovendo a precipitacdo de proteinas, hidrolise e ruptura da
célula; pode também provocar danos aos acidos nucleicos (BITTON, 2011; JUNG et al.,
2008; KOIVUNEN; HEINONEN-TANSKI, 2005; METCALF; EDDY, 2003; WANG
etal., 2012; WEF, 1996).

A reacdo do cloro gasoso na agua ocorre da seguinte maneira (equacao
6.1)(WHITE'S..., 2010):

Cl, +H,0 <> HCIO+H" +CI” Keq =3,94.10°a25°C (6.1

O é&cido hipocloroso (HCIO) pode dissociar-se, formando o ion hipoclorito
(CIO) (equagéo 6.2).

HCIO <> H* +CIO" Keq = 3,7.10° a 25°C (6.2)

Este equilibrio é dependente do pH, como pode ser visto na figura 6.1. Tanto o
acido hipocloroso quanto o ion hipoclorito possuem acéo desinfetante e oxidante, porém
0 é&cido hipocloroso é mais eficiente que o ion hipoclorito na destruicdo dos

microrganismos em geral.
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Figura 6.1 — Porcentagem de distribuicdo do &cido hipocloroso e ion hipoclorito na agua de
acordo com o pH e temperatura (METCALF; EDDY, 2003).

O cloro é muito seletivo para compostos organicos e sua reatividade é limitada a
sitios especificos da molécula organica, como grupamentos amina (Deborde e von
Gunten, 2008). Dessa forma, as rea¢Bes do cloro com a amonia presente nas aguas
residuarias (equacles 6.3, 6.4 e 6.5) sdo praticamente instantdneas em pH proximo a
neutralidade (WHITE'S..., 2010):

HOCI + NH3 = NH,CI + H,0 (6.3)
NH,CI + HOCI = NHCI, + H,0 (6.4)
NHCI, + HOCI = NCl; + H,0 (6.5)

As reagfes com compostos nitrogenados e a formacdo de subprodutos sendo
dependentes do pH podem afetar a dose disponivel de cloro residual livre apta a
desinfeccdo (DEBORDE; VON GUNTEN, 2008). As espécies cloradas HOCI e OCI
sdo definidas como cloro residual livre; enquanto que as espécies de cloraminas, cloro
residual combinado (BITTON, 2011).

Apesar de as cloraminas terem potencial de desinfec¢do, ha necessidade de um
CT (concentracdo x tempo de contato) maior para se obter a mesma eficiéncia que o
cloro residual livre (SAWYER et al., 2003; BEDNER et al., 2004).
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A inativacdo de Cryptosporidium e Giardia por cloro € descrita em diversos
trabalhos na literatura, apresentando elevada resisténcia:

o Rice et al. (1982) encontraram grande resisténcia, em trabalho conduzido por
excistacdo in vitro. Relataram a necessidade de CT (concentracdo de
desinfetante x tempo de contato) de 75 mg.mim.L™ para 2 log de inativacéo de
cistos de Giardia spp. em pH 7,0 (5°C). Os mesmos autores ressaltam a
importancia de pH baixo para melhor inativacao..

o Haas e Heller (1990) relataram a inativacdo mais rapida de cistos de Giardia
spp. em pH 7,0 em baixas temperaturas (2,5 e 5,0 °C) quando comparado ao pH
6,0 e 8,0, em estudos de infecgéo in vivo,

o Korich et al. (1990) conseguiram 2 log de inativacdo de Cryptosporidium spp.
somente ap6s 90 minutos e com 80 mg.L™ de cloro, o que acarretou um valor de
CT igual a 7200 mg.min.L™. Os autores conduziram o trabalho a 25°C e com
infectividade realizada por ensaios in vivo, excistagdo in vitro e viabilidade
através de corantes vitais.

o Corona-Vasquez et al. (2002), através de ensaios de infectividade in vivo e
excistagdo in vitro, precisaram, em pH 6,0, de valores de CT de 4000 mg.min.L™
(20°C) e de aproximadamente 20.000 mg.min.L™ (1°C) para conseguir 2 log de

inativacdo de oocistos de Cryptosporidium spp .

Com os riscos envolvidos na estocagem do cloro gasoso e as preocupagdes com
subprodutos da desinfeccdo do cloro, a partir da descoberta dos trihalometanos na
década de 70, segundo Sedlak e von Gunten (2011), o uso do cloro na desinfeccdo em
ETAs e ETEs esta sendo desencorajado. Porém, segundo os mesmos autores, com a
mudanca para outros desinfetantes pode-se perder efeitos benéficos da cloracgéo,
principalmente na transformacdo de compostos desruptores enddcrinos em aguas
residuarias e o controle do crescimento microbiano em redes de distribuicdo de agua
tratada.

Encontrar o equilibrio entre a eficiéncia da desinfeccdo e a formacdo dos
subprodutos da desinfeccdo vem sendo o foco de extensas investigagdes de processos
alternativos de desinfeccdo (BITTON, 2011; NADDEO et al., 2009; VASCHETTI et
al., 2003).
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6.2.2 - Oz0Nnio

O ozbnio caracteriza-se por ser um forte agente oxidante, servindo para o
controle de odor e oxidacdo quimica de compostos organicos complexos, com répida
acao desinfetante - elevada eficiéncia na inativacdo de patogénicos por destruicdo da
parede celular e danos aos constituintes dos &cidos nucléicos (BAAWAIN, 2013;
BITTON, 2011; LANGLAIS et al., 1991; LAPOLLI et al., 2003; METCALF; EDDY,
2003; WEF, 1996; WHO, 2006). Foi primeiramente utilizado para desinfetar agua de
abastecimento, no final do século 19, na cidade holandesa de Oudshoorn (DIAPER,
1975).

A técnica mais eficiente e utilizada para geracdo de ozonio € a descarga corona,
a qual consiste na passagem de gas contendo oxigénio através de dois eletrodos
separados por um dielétrico, onde h& aplicacdo de alta tensdo (BITTON, 2011;
DIAPER, 1975; SOARES, 2007).

A inativacdo de microrganismos pelo ozonio se da a partir do seu
comportamento em solucdo aquosa e de suas reacfes de decomposicdo, que seguem
dois mecanismos principais: oxidacdo direta do proprio 0z6nio molecular e oxidacao
indireta por radicais da decomposicdo do o0z6nio (LANGLAIS et al., 1991; USEPA,
1999; WEF, 1996).

A oxidacdo direta € mais seletiva e relativamente lenta comparada a indireta;
mas, a concentracao de 0zonio se mantém elevada e os microrganismos sofrerdo ataque
direto do ozénio. Com relagdo a oxidacdo indireta, ela € mais rapida e ocorre em baixas
concentracdes de alcalinidade ou elevadas concentracdes de compostos organicos; a
oxidacdo ocorrerd por meio de radicais hidroxila, que é mais reativo, mas ndo seletivo.
A decomposicdo do ozodnio é influenciada pelo pH, temperatura, radiacdo ultravioleta,
concentracdo de 0zo6nio, e a presenca de inibidores (GEHR et al., 2003; WEF, 1996;
WHITE'S..., 2010).

O ozbnio possui vantagens, como (BITTON, 2011; GEHR et al., 2003;
WHITE'S..., 2010):

e menor dependéncia do pH em comparagéo ao cloro;
e pouco tempo de contato;
e reduz concomitantemente a cor, odor, turbidez e absorbancia UV-254nm

na agua residuaria;
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e Efetivo contra praticamente todos 0s micro-organismos presentes nas
aguas residudrias.
No entanto, a desinfecgdo com 0z6nio é mais cara que a cloragdo e a desinfecgdo
por radiacdo ultravioleta, principalmente devido ao custo de energia (BITTON, 2011,
GEHR et al., 2003). A ozonizacgdo pode ser prejudicada pela temperatura, presenca de
solidos suspensos, carbono organico total (COT), demanda quimica de oxigénio (DQO).
Dessa maneira, sua aplicacdo é mais interessante em esgotos com bom nivel de
tratamento (JORDAO; PESSOA, 2005; WEF, 1996; XU et al., 2002).
A acédo desinfetante do 0zonio pode ser evidenciada em alguns trabalhos sobre
inativacdo de (oo)cistos de Giardia spp. e Cryptosporidium spp.:

o Wickramanayake et al. (1984) utilizaram CT de 0,53 mg.min.L™ em temperatura
de 5°C, e conseguiram 2 log de inativacao de cistos de Giardia spp., utilizando
técnica de excistacdo. Para o mesmo CT e temperatura, USEPA (1999)
encontrou valores aproximadamente 1,3 mg.min.L™?. Finch et al. (1993)
precisaram de CT de 0,65 mg.min.L™ para a mesma eficiéncia, porém a uma
temperatura de 22°C, com ensaios de infectividade in vivo.

o Labatiuk et al. (1991) detectaram até 3 log de remocdo de infectividade de cistos
de Giardia spp. com CT de 0,5 mg.min.L™, em condicdo de pH 6,7 e 22°C de
temperatura. Os pesquisadores utilizaram corantes vitais, excistagdo in vitro e
ensaios in vivo.

o Korich et al. (1990) relatam a necessidade de CT de aproximadamente 5
mg.min.L™ para 2 log de inativagdo de Cryptosporidium spp., a partir do uso da
porcentagem de excistagao in vitro.

o Corona-Vasquez et al. (2002) precisaram de um CT minimo de 2 mg.min.L™
para conseguir alcancar 2 log de inativacdo de Cryptosporidium spp., em pH 7,0
e a 20°C de temperatura. A inativacdo, neste caso, também foi mensurada por

excistacéo in vitro.

6.2.3 - Radiacdo Ultravioleta

A acéo bactericida da luz solar foi descoberta por Downes e Blunt em 1878. A
partir de entdo, se tornaram cada vez mais frequentes estudos sofre os efeitos da
radiacdo em bactéria (KOLLER, 1952). O desenvolvimento de lampadas de mercurio
como fontes artificiais de luz UV aconteceu em 1901 e a primeira aplicagéo para

desinfeccdo de &gua de abastecimento foi em Marselha, Franga, em 1910. Em 1929,
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Gates encontrou ligacdo entre a desinfecgédo por luz UV com a absor¢éo da mesma por
acidos nucléicos (USEPA, 2006; WHITE'S..., 2010).

A luz UV ¢ a porc¢éo do espectro eletromagnético localizada entre a luz visivel e
os raios X. Sua atividade germicida é devida a radiacdo emitida proxima ao
comprimento de onda de 260 nm ser de grande absorcdo pelo DNA celular, como pode
ser visualizado na figura 6.2, causando dimerizacdo das bases nitrogenadas timina e
citosina e consequente bloqueio da replicacdo do DNA (BITTON, 2011, USEPA,
2006).
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Figura 6.2 - Absorcéo de luz UV pelo DNA (adaptado de KUZUHARA, 2005).

A radiacdo ultravioleta é importante alternativa ao cloro, pois ndo gera
subprodutos toxicos, e quando comparada ao ozbnio, tem pouca exigéncia de
manutencio e a operagio é simples (WANG et al., 2012). E cada vez mais utilizada para
desinfetar agua de abastecimento, efluentes domésticos e industriais, a medida que
promove danos fotoquimicos no DNA e RNA das células (BITTON, 2011;
GONCALVES et al., 2003; METCALF; EDDY, 2003).

Similarmente ao 0z6nio, possui a vantagem no tratamento de esgoto de néo
deixar residual; além disso, sua eficiéncia ndo é afetada por pH e temperatura (HIJNEN
et al., 2006; JORDAO; PESSOA, 2005). Porém, alguns fatores podem afetar a
eficiéncia da radiacdo UV na desinfeccéo, entre eles:

e 0 tamanho ou distribui¢do das particulas, concentragdo de solidos suspensos e a

turbidez do efluente podem influenciar na eficiéncia do processo, ao proteger 0s
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microrganismos da acgéo da irradiagéo ultravioleta (LI et al., 2009; WANG et al,

2012);

e processos de reparo do DNA pelos préprios micro-organismos, incluindo a
reparagdo por excisédo da parte do DNA danificada (reparagdo no escuro) e a
fotoreativacdo a partir da exposicdo de células lesadas a luz visivel
(comprimento de onda entre 300 e 500 nm) (BITTON, 2011; ROCHELLE et al.,
2005; ZIMMER et al., 2003);

e condigdes hidraulicas do reator UV.

Estudos mais antigos relatavam as formas encistadas dos protozoarios como
bastante resistentes a radiacdo UV, necessitando doses elevadas. Entretanto, pesquisas
recentes estdo continuamente mudando as perspectivas de inativacdo de determinados
microrganismos. No caso da Giardia spp. e Cryptosporidium spp., estudos de
infectividade mostraram que a radiacdo UV, aplicada em doses relativamente baixas (5
a 15 mJ.cm®), apresenta-se bastante eficiente em inativd-los (HIJNEN et al., 2006;
METCALF; EDDY, 2003; MODIFI et al., 2002). Alguns estudos sobre esses
protozodrios sdo comentados a seguir:

o Belosevic et al. (2001) sugeriram que Cryptosporidium spp. eram mais
susceptiveis a inativacdo por radiagdo UV (com lampadas de média pressdo) que
cistos de Giardia spp. Os pesquisadores ndo encontraram reativacdo para
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em doses maiores que 60 mJ.cm™ ; porém,
cistos de Giardia spp., quando submetidos a doses inferiores a 25 mJ.cm?,
apresentaram reativacdo. Os resultados desse estudo vieram de ensaios de
infectividade ex vivo (verificacdo de (oo)cistos nas fezes dos animais) e in vivo.

o Oguma et al. (2001) encontraram reparacdo de dimeros de pirimidina, induzidos
por radiacdo UV (doses de 0,72 e 1,44 mJ.cm™), em DNA de Cryptosporidium
spp. apds exposicdo a radiacdo fluorescente (comprimento de onda proximo a
360 nm).

o Linden et al. (2002), utilizando ensaios in vivo de infectividade, encontraram 2,6
log de inativacdo de Giardia spp. em agua com dose de apenas 5 mJ.cm™. Com
a aplicacdo de dose de 10 mJ.cm™, alcancaram mais de 4 log de remocéo. Os
pesquisadores ndo encontraram recuperagdo dos cistos quando submetidos a

dose de 16 e 40 mJ.cm™,
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o Modifi et al. (2002) verificaram mais de 2 log de inativacdo de cistos de Giardia
spp. em dose de UV de até 3 mJ.cm?, utilizando ensaios de infectividade in
Vivo.

o Campbell e Wallis (2002) constataram que dose de 10 mJ.cm™ foi capaz de
inativar aproximadamente 99% (2 log) de cistos de Giardia spp., com utilizagdo
de ensaio in vivo.

o Bukhari et al. (2004) encontraram 4 log de inativacdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. com aplicacéo de dose de 4 mJ.cm™,.

o Cantusio Neto et al. (2006) observaram a presenca de infectividade de cistos de
Giardia spp. desinfetados com dose entre 25 e 30 mJ.cm™ em 33% dos animais
submetidos a ensaio in vivo.

o Lietal. (2008) encontraram trofozoitos de Giardia spp. ainda infectivos quando
submetidos & dose de 1 mJ.cm? em ensaios in vivo. Evidéncias de
sobrevivéncia e reativacdo a doses de 20 e 40 mJ.cm™ foram ambiguas e
inconclusivas estatisticamente; enquanto que para 100 mJ.cm™, ndo houve

reativacdo, nem sobrevivéncia dos trofozoitos.

6.2.4 — Tratamentos Sequenciais

O processo onde dois ou mais desinfetantes produzem efeito sinérgico por
aplicacdo simultanea ou sequencial é conhecida pela USEPA (1999) como desinfec¢édo
interativa. O sinergismo ocorre quando a aplicacdo combinada de desinfetantes
promove inativacdo de microrganismo maior que a soma das inativacbes dos mesmos
desinfetantes aplicados separadamente (CHO et al.,, 2010; JUNG et al., 2008;
KOIVUNEN; HEINONEN-TANSKI, 2005; SOUZA, 2006; USEPA, 1999).

A aplicacdo de dois ou mais desinfetantes pode ser das seguintes formas (Jung et
al., 2008; Souza, 2006):

e Sequencial: quando um desinfetante é aplicacdo apOs outro, em
sequéncia, havendo, assim, um desinfetante primario e outro secundario.

e Simultanea ou combinada: onde dois ou mais desinfetantes séo aplicados
simultaneamente, por exemplo, em um tanque de mistura.

Efeitos sinérgicos da desinfeccdo sequencial em &guas e &guas residuérias,

encontrados em alguns trabalhos na literatura, podem ser visualizados na quadro 6.1.
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Quadro 6.1 - Estudos de desinfeccdo em &gua e aguas residuérias em que séo relatados efeitos

sinérgicos entre os desinfetantes utilizados, para diversos microrganismos.

Microrganismo(s)

Desinfetantes

Referéncia Bibliogréfica

Giardia; Cryptosporidium

03— ClOy; O3 — NH2C|;

Finch et al. (2000).

Cl, — NH,CI;

ClO,—NH,CI; O3 — Cly;

ClO,— Cl,
Cryptosporidium spp. 03 — NH,CI Rennecker et al (2000)
Cryptosporidium spp. 03 — Cl; Driedger et al. (2000)
Cryptosporidium spp. 03 — Cl; Hanbin Li et al. (2001)
Cryptosporidium spp. 03 — Cl; Corona-Vasquez et al.

(2002)

Coliformes totais, coliformes
fecais, estreptococos fecais,
E. coli e Pseudomonas

aeruginosa

Acido peracético + UV

Caretti e Lubello (2003)

Cryptosporidium spp.

03 — C12

Biswas et al. (2003)

E. faecalis; E. coli, S.

enteriditis, coliphage MS2

virus

Acido peracético + UV

Koivunen e Heinomem-
Tanski (2005)

Bacillus subtillis

C|2 — ClOz; 03 — CIZ;

Cho et al. (2006)

ClO; — Cl,
Bacillus subtillis 0; —» UV Jung et al. (2008)
Cryptosporidium spp. UV + TiO; Ryu et al. (2008)
Coliformes totais, E. coli US - UV Naddeo et al. (2009)
Coliformes totais, E. coli US — CIO; Ayyildiz et al. (2011)
Coliformes totais, bactérias | UV — Cl, Wang et al. (2012)
heterotroficas e contagem
total de bactérias
E. coli usS + UV Jinetal. (2013)

Nota: Cl,: cloro livre; US: ultrassom. — desinfecgéo sequencial; + desinfec¢do combinada.

Algumas razfes para crescente interesse por estes processos sdo (KOIVUNEN;
HEINONEN-TANSKI, 2005; USEPA, 1999):
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e Uso de menores concentraces de desinfetantes e consequentemente
podendo diminuir a formacdo de subprodutos de desinfeccdo e o
tamanho das unidades de desinfecgéo;

e Menores custos da desinfec¢éo;

e Controle na formacao de biofilmes no sistema de distribuic&o;

e Alcance de elevados niveis de inativagdo de microrganismos
patogénicos, inclusive os mais resistente, como os protozoarios Giardia

spp. e Cryptosporidium spp.

Ainda sdo incipientes os estudos de desinfeccdo sinérgica para efluentes
sanitarios, sendo encontrados na literatura muitos trabalhos sobre agua de abastecimento
(MEDEIROS, 2010; WANG et al., 2012). Pode-se notar no quadro 6.1, que em grande
parte dos estudos relatados verifica-se a utilizagdo do oz6nio com o cloro e nos
trabalhos mais atuais, hd uma mudanca para a utilizacdo de didxido de cloro, radiacéo
ultravioleta e o ultrassom. Para este ultimo, sdo mostrados alguns exemplos:

e Naddeo et al. (2009) utilizaram, para desinfeccdo combinada de efluente
secundario de Lodos Ativados, ultrassom e radiacdo ultravioleta e
encontraram efeitos sinérgicos para E. coli e coliformes totais.

e Ayyildiz et al. (2011) utilizaram ultrassom seguido de dioxido de cloro
para desinfeccéo de esgoto bruto e efluente de tratamento secundario por
Lodos Ativados, com efeitos sinérgicos para E. coli e coliformes totais.

e Jin et al. (2013) relatam efeito sinérgico para E. coli ao utilizar o
ultrassom seguido de radiacdo ultravioleta para desinfetar efluente
secundario de diferentes reatores biologicos.

A radiacdo ultravioleta tem acgdo fisica, atingindo principalmente o DNA. Ja o
0zo6nio e o cloro sdo fortes oxidantes, que destroem parcial ou totalmente a parede
celular, levando a lise das células. Por consequéncia o tratamento sequencial quimico-
fisico, € de grande valia, a medida que pode abranger um espectro maior de
microrganismos patogénicos e maior eficiéncia de inativagdo, com o sinergismo das
acoes desinfetantes (MEDEIROS, 2010).
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6.3. OBJETIVO

O objetivo foi avaliar acdo de desinfetantes aplicados sequencialmente - cloro -
radiacdo ultravioleta e ozénio-radiacdo ultravioleta - com a intencdo de encontrar efeitos
sinérgicos na desinfec¢cdo de Giardia e Cryptosporidium.

o Avaliar a inativagdo de microrganismos indicadores — coliformes totais,
Escherichia coli e Clostridium perfringens as desinfecc¢@es individuais com:
cloro, ozénio e radiacdo ultravioleta, para se ter critério de escolha dos
doses e tempos de contato nas desinfecgdes sequenciais.

o Analisar a ocorréncia de efeitos sinérgicos na desinfeccdo de
microrganismos indicadores e protozoarios patogénicos com a aplicacédo dos
desinfetantes em sequéncia: cloro seguido de radiagéo ultravioleta e 0z6nio
seguido de radiacéo ultravioleta.

o Avaliar o dano morfolégico e inferir a viabilidade dos (oo)cistos de
protozoarios Giardia spp. e Cryptosporidium spp. ap6s a agdo dos
desinfetantes: cloro, oz6nio e radiacdo ultravioleta, aplicados individual e

sequencialmente.

6.4. MATERIAL E METODOS

Os ensaios de desinfeccdo foram realizados entre 0s meses de agosto de 2012 e
marco de 2013. Para isso, foi utilizado efluente secundério tratado biologicamente por
processo anaerdbio - reator UASB - proveniente da ETE da USP Séo Carlos, seguido de
processo aerdbio - lodos ativados - em escala piloto.

Neste trabalho, ndo houve inoculacdo de cistos de Giardia ou oocistos de
Cryptosporidium. Os ensaios dependeram exclusivamente da concentracdo de
microrganismos indicadores e de (oo)cistos de protozoarios encontrados no proprio
efluente.

Os ensaios individuais com cloro, 0z6nio e radiagdo ultravioleta foram feitos em
triplicata, sendo avaliados: coliformes totais, E. coli e Clostridium perfringens.
Posteriormente, duas doses de cloro e de 0z6nio e uma dose de radiagdo ultravioleta
foram escolhidas para os ensaios sequenciais, realizados também em quadruplicata para
coliformes totais, E. coli, Clostridium perfringens; e, em triplicata, para Giardia spp. e

Cryptosporidium spp.
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As doses de cloro, radiacdo ultravioleta e 0zbnio para os ensaios individuais
foram escolhidas a partir de dados encontrados em estudos anteriores (MEDEIROS,
2010; LOURENCAO, 2009; SARTORI, 2004, 2007)

Um esquema geral, para melhor esclarecimento, pode ser visualizado na figura
6.3.

Doses: Smg.L!' e 10 me.L"!

Cloro =
Tempos: 5; 10 ; 15 e 30 minutos

El,ls,a ios‘ — Tensdo do Ozonizador: 40% e 60%
Individuais Ozo6nio -

Tempos: 3,5; 6; 7 e 10 minutos

Radiacao -[Doses: 1;2.5;5e 10 Wh.m?3
Uuv

Clorol — Cloro1-UV

. Cloro2 =2 Cloro 2 - UV
Ensaios  _J

Sequenciais Ozbéniol —> Oz6énio 1 - UV
Oz6nio 2 — Ozb6nio 2 -UV

Sublinhadas estdo as doses de cloro, ozdnio e radiagdo UV utilizadas nos
ensaios sequenciais

Figura 6.3 - Esquema geral dos ensaios de desinfec¢do individual e sequencial com efluente de

tratamento secundério da ETE USP - Sdo Carlos.

6.4.1 - Ensaios de desinfeccdo com Cloro

Previamente aos ensaios, eram realizadas as seguintes operagoes:
e As palhetas do aparelho “jartest” eram desinfetadas com solugdo de
hipoclorito de sodio e alcool.
e Os béqueres de dois litros utilizados nos ensaios eram desinfetados por
radiacdo UV e, posteriormente, enxaguados com solucdo Tween 80 (0,1%
vIv).
e Os galGes de coleta de efluente eram desinfetados com solucdo de
hipoclorito de sédio e depois também enxaguados com solucdo Tween 80
(0,1%).



199

A solucdo Tween 80 (0,1%) foi utilizada com a finalidade de ndo permitir que 0s
(oo)cistos dos protozoarios ficassem aderidos em frascos, galdes, e qualquer outro
aparato que viesse a entrar em contato com 0 esgoto e pudesse prejudicar 0 exame
microbiologico da Giardia spp. e Cryptosporidium spp..

Coletava-se 0 esgoto tratado da ETE USP - Séo Carlos, no periodo da manha e
seguia-se diretamente para 0s ensaios no LATAR, os quais foram realizados em
aparelho “jartest”, submetidos a gradiente de velocidade de 100 s™. Foram realizados
ensaios individuais com: 5 e 10 mg.L™ de cloro em 5, 10, 15 e 30 minutos.

Houve, primeiramente, a quantificacdo da concentracdo da solucdo de NaOCI a
ser usada nos ensaios, pois ha um decaimento dessa concentracdo com o tempo. Para
isso, em 1,5 L de agua desionizada, adicionavam-se 0,5 mL de solu¢do de NaOCI
concentrada (4 a 6 %). Ap6s 1 minuto, sob agitacdo, verificava-se a concentracao de
cloro livre, pelo método DPD colorimétrico. (Neste caso, uma amostra de agua
desionizada era usada como ‘“branco” para zerar o espectrofotdmetro). Depois,
verificava-se 0 volume necessario de solucdo concentrada de NaOCI a ser adicionado
nos ensaios de esgoto. Utilizava-se, a partir desse momento, uma amostra de esgoto
como “branco” para zerar o espectrofotometro.

Os ensaios decorreram da seguinte forma:

o Em cada béquer de dois litros, de um conjunto de quatro unidades, eram
adicionados 1,5 litros de esgoto; a mesma dose de cloro, porém para
diferentes tempos de contato.

o Ligava-se o aparelho “jartest” e ocorria a adicdo de solucdo de
hipoclorito de s6dio nos quatro béqueres e cronometravam-se 0s tempos de
reacéao.

o Decorrido o tempo estipulado, duas aliquotas de 10 ml eram retiradas
para realizar o teste de cloro residual livre e cloro residual total. Em seguida,
adicionava-se solugdo de metabissulfito de sodio (3%) para cessar a reacdo
do cloro na amostra de esgoto a ser analisada nos exames microbiologicos e

analises fisico-quimicas.
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6.4.2 — Ensaio com Radiacdo Ultravioleta

Os ensaios foram realizados em unidade de bancada, em batelada, representada

ALUMINIO /
CONEXAQ ELETRICA ! i
d
S
W
Q CUPULA

LAMPADAS GERMICIDAS

CAMARA DE RADIAGAO

Figura 6.4 - Detalhe do reator de bancada de desinfeccéo por radiagéo ultravioleta.

na figura 6.4.

CUPULA REFLETORA

BASE DO REATOR

O reator possuia base de aco inox com dimensdes de 40 cm x 45 cm e 10 cm de

altura. Nela se acoplava uma cupula refletora de aluminio com 39,7 cm x 44,7 cm e 10
cm de altura, onde havia seis lampadas germicidas de 15 W e de baixa pressédo de vapor
de mercurio igualmente espacadas, as quais se situavam emersas — sem contato com
meio liquido. Os ensaios tiveram seguimento conforme descrito por Medeiros (2010):

o Antes de cada ensaio, era constatado visualmente se todas as lampadas

estavam ligadas, cobrindo-se as lampadas com placa de vidro comum de 5

mm de espessura.

o Depois, ligavam-se as lampadas por 10 minutos para desinfetar a camara

de UV.

o Adicionava-se solucdo Tween 80 (0,1%), a qual era espalhada no fundo e

nas laterais do reator.

o Colocava-se o0 efluente a ser desinfetado (3,6 litros nos ensaios

individuais ou 1,8 litro nos ensaios sequenciais) — perfazendo 2 cm e 1 cm de

lamina de efluente dentro do reator, respectivamente.
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o A partir das leituras de absorbancia a 254 nm dos efluentes a serem

tratados, estipulavam-se 0s tempos necessarios para aplicacdo das doses de
1;2,5;5e10 Wh.m?3,

O efluente era misturado por quatro agitadores magneticos, com espacamento

equidistante (figura 6.5). Por fim, amostras desinfetadas eram armazenadas em frascos

para posteriores exames microbiol6gicos e anélises fisico-quimicas.

Figura 6.5 - Reator de Radiacdo UV de bancada utilizado nos ensaios de desinfeccdes individual
e sequenciais: A —com lampadas ligadas; B - lampadas desligadas.

6.4.2.1 — Medicéo da intensidade de radiacéo de lampadas UV a 254 nm por
actinometria
Para a determinacédo da intensidade média de radiacdo ultravioleta a 254 nm por
actinometria, seguiram-se, com pequenas modificacfes: Daniel e Campos (1993);
Daniel et al. (2001) e Tinoco (2012):
12 Etapa: Curva de calibragéo de Fe?* pelo método da ortofenantrolina (APHA,
2005). Para isso, foram necessarios 0s seguintes reagentes:
e Solucéo de Fe** a 4,0 x 10 mol.L™: obtida a partir de solucéo de FeSO,
a 0,1 mol.L™* (preparada no dia do ensaio).
e 1,10-fenantrolina monoidrato a 0,1% em agua (C12HgN2.H,0): dissolver

1,0 g de fenantrolina em 1 litro de agua.
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Solucdo tampdo: em baldo volumétrico foram misturados 600 mL de
acetato de sodio (1,0 N), 360 mL de acido sulfurico (1,0 N) e o volume

completado com agua deionizada.

Para a construcgéo da curva:

Foram acrescentados volumes de: 0; 1,25; 2,5; 3,75; 5; 6,25; 7,5; 8,75;
10; 11,25 e 12,5 mL da solucdo de Fe** a 4,0 x 10™ mol.L™* em baldes
volumétricos de 50 mL. Em seguida, foram adicionados volumes de
acido sulfarico (1 N) necesséarios para completar 25 mL. Depois,
adicionavam-se mais 5 mL de solucdo de fenantrolina e completava-se o
volume do baldo com solugdo tampao.

A cada adicdo de reagente, a amostra era misturada. Apés adicdo da
solucdo tampdo, homogeneizava-se a amostra e deixava a solucdo final
em repouso por 30 minutos para desenvolver cor.

Decorrido o tempo, havia a medicdo da absorbancia em

espectrofotémetro (DR 5000, Hach) a 510 nm em cubeta de 1,0 cm.

A absorbéncia foi corrigida com o branco. Todo o trabalho foi realizado na

auséncia de luz direta.

22 Etapa: Formacdo de cristais de ferrioxalato de potassio:

Em ambiente escuro e sob forte agitacdo, o ferrioxalato de potassio foi
preparado a partir da mistura de 3 volumes de oxalato de potassio (1,5
mol.L™) com 1 volume de cloreto férrico (1,5 mol.L™).

A solucéo ficou em repouso por 24 horas, depois ocorreu evaporacdo do
sobrenadante (60 + 5 °C) até aproximadamente 1/4 do volume original.
Em seguida, foi filtrada (papel filtro Whatman, 8 um de porosidade),
para retencdo dos cristais.

Os cristais retidos no filtro foram dissolvidos em agua destilada e a
solugéo foi filtrada a quente em papel filtro Whatman com 8 pum de
porosidade para retirada de impurezas. A recristalizacdo foi repetida 3

vezes. Depois disso, os cristais foram secos a vacuo.

A reacdo de formacéo de ferrioxalato de potassio é representada na equagéo 6.6:
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H,O
3 K,C,0, + FeCl, —5 K,Fe(C,0,); .3 H,0 +3 KCI (6.6)

32 Etapa: Preparacdo da Solucdo de Ferrioxalato de Potassio a 0,006 mol.L™.
Em baldo volumétrico de 2 litros, foram adicionados 5,894 gramas de cristais de
ferrioxalato de potéssio; 1,6 litros de agua deionizada; 200 mL de acido sulfarico (1 N)

e completava-se com agua deionizada.

42 Etapa: Ensaio Actinométrico.

As lampadas do reator de UV foram ligadas previamente por 15 minutos para
pré-aquecimento. Foram colocados 1.800 mL de solucdo actinométrica para fazer 1,0
cm de altura da lamina liquida do efluente no reator. Ligava-se a agitacdo. Apoés 3, 4, 5
e 6 minutos de irradiagdo, com todas as seis lampadas do reator ligadas, amostras eram
retiradas para determinar a concentracéo de Fe®”.

52 Etapa: Determinacdo da concentracio de Fe?*.

Em baldo volumétrico de 50 mL, eram adicionados 0,5 mL de solugdo irradiada,
5 mL de solucdo de fenantrolina e 0,25 mL de solucdo tampédo. Completava-se o
volume de 50 mL com agua deionizada. Fazia-se 0 mesmo com amostra ndo irradiada
(branco).

Homogeneizava-se a solucdo e deixava em repouso por 30 minutos, para
posterior leitura da absorbancia em 510 nm.

Dessa forma, eram obtidas as quantidades de Fe®* antes e ap6s a irradiacdo

utilizando a curva de calibracdo e a equacdo 6.7:

medida frasco
Cr = — (6.7)

aliquota

Para calculo da dose foi utilizada a equagéo 6.8:

o [Fe* ]y -[Fe*" I x 4,719 10° (6.8)
¢Fe
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D: dose de radiagdo ultravioleta de comprimento de onda de 254 nm (mWs.cm™)

[Fe?*]4:= concentracdo molar de Fe** depois da irradiacéo (mol.L™)

[Fe?*]a: concentracdo molar de Fe®* antes da irradiacdo (mol.L™)

dre: rendimento quantico de producdo de Fe?* no comprimento de onda de 254
nm (1,26 fon grama.Einstein ).

4,719 x 10°: fator conversdo de Einstein de fétons de comprimento de onda de
254 nm para mJ de ion grama/L para ion grama/cm3

A quantidade de radiacdo UV na superficie liquida foi calculada a partir da

equacéo 6.9:

lo= D.L (6.9)
t

lo: intensidade média de radiacdo UV incidente na superficie (mW.cm™).

D: dose de radiagdo UV de comprimento de onda de 254 nm (mWs. cm™)

L: espessura da lamina liquida (cm)

t: tempo de exposicao (segundos).

Segundo Hatchard e Parker (1956), o rendimento quantico da producéo de ferro
no comprimento de onda de 254 nm é de 1,26 fon grama.Einstein™, sendo um valor de
referéncia bibliografica e que apds obtencdo do célculo da dose, 0 mesmo pode ser
averiguado com base em algumas equacdes.

Para os ensaios de desinfeccdo, uma vez obtidos os valores de 1, e de
absorbancia a 254 nm (antes de cada ensaio com ultravioleta), pode-se calcular a
intensidade média de radiacdo (l,) na lamina liquida a partir da lei de Lambert-Beer,

pela equacdo 6.10:

Im= 1o [1 —exp(- a.L)] (6.10)
a.LL
Im: Intensidade média de radiagdo UV na lamina liquida de espessura L
(mW.cm?)
lo: intensidade média de radiacdo UV incidente na superficie (mwW.cm™).
A: absorbancia a 254 nm, cubeta de 1,0 cm;
L: espessura da lamina liquida ou caminho éptico (cm)

a: coeficiente de extingéo (cm™)
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a=AlIn(10)=2303.A

Com o valor de I, pode-se determinar a dose recebida por volume pela equacéo
(6.11).

Dr = ImT‘to,zws 6.11)

D;: dose recebida por volume (Wh.m™)
L: espessura da lamina liquida (cm).
lm: intensidade média de radiagdo na lamina liquida de espessura L (mW.cm™)

0,2778: fator de conversdo de mW para W, s para h e cm para m.

O tempo de contato foi estimado a partir das doses recebidas, de acordo com a
equacdo (6.11). Foram utilizadas quatro doses: 1; 2,5; 5 e 10 Wh.m™, com lamina de
efluente de 3 cm.

Ap0s os ensaios com radiacdo UV, foram retiradas aliquotas pertinentes para 0s
exames microbiologicos e analise de caracteristicas fisico-quimicas. No caso de
sequéncia da cloracao, eram analisados o cloro residual livre e total, e a amostra recebia
adicdo de solucdo de metabissulfito de sddio (3%) para remocdo desses residuais, a fim
de ndo prejudicar os exames microbiolégicos.

O restante do efluente, ndo utilizado, era mantido por mais 5 minutos para

desinfeccdo antes do descarte e lavagem do reator de UV para novo ensaio.

6.4.3 — Ensaio com Oz6nio

A unidade experimental de ozonizacdo em escala piloto, figura 6.6, esta situada
na ETE da USP — S4o Carlos. E constituida por: gerador de ozbnio (Eaglesat®), gerador
de oxigénio pelo processo PSA (Pressure Swing Adsorption), coluna de ozonizagdo e
frasco lavador de gas para recolhimento de espuma e captura de 0zénio que ndo reagir

NO processo.
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Legenda:

| = Rotametro

Il = Ozonizador

Il — Botdo para modificar as tensdes
IV — Coluna de Ozonizacdo
V — Frasco lavador de gas

VI — Entrada de 0z6nio na coluna (pedra porosa)

Figura 6.6 - Detalhe da unidade de ozonizagéo piloto utilizada nos ensaios de desinfecgdes

individuais e sequenciais.

Na base da coluna de ozonizacdo havia um registro de esfera (conectado ao
dreno de esvaziamento da coluna) e um difusor poroso para gerar as bolhas ascensionais
de ozbnio. Na parte superior existia um registro de esfera para entrada de agua para
lavagem da coluna e uma mangueira de silicone ligada ao frasco lavador de gas.

Antes dos ensaios de desinfec¢do, o gerador de ozodnio foi calibrado, variando a
vazdo de gés e a tensdo do equipamento. Depois foram construidas curvas de calibrago,
as quais relacionavam a vazao de gas com a producdo de 0z6nio pelo gerador de 0z6nio
(9 Ozh™).
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6.4.3.1 — Curva de Calibragao do Ozonizador

Para calibracdo do aparelho gerador de ozo6nio foi utilizado o método

iodométrico, de acordo com APHA (2005), com utilizacdo de solucdo de Kl (2%), a

qual foi preparada e mantida em cadmara fria para maturar por, no minimo, 48 horas. O

procedimento empregado na calibracdo seguiu conforme Soares (2007), Lourencdo
(2009) e Medeiros (2010):

O gerador de ozoOnio permaneceu ligado antes dos ensaios por 10
minutos para estabilizacdo do aparelho.

A coluna foi lavada trés vezes com &gua para, assim, se iniciar os
ensaios.

A coluna de ozonio era preenchida com 1 litro de solucéo de Kl (2%).
Na parte de cima da coluna havia uma saida para gas, onde foi acoplada
uma mangueira de silicone que fazia a ligacdo coluna de ozonizacdo —
frasco lavador, este contendo 200 mL de solugdo de Kl (2%) para
capturar o off-gas.

Acionava-se entdo o botao “oxigénio”, para gerar oxigénio, ¢ abria-se 0
registro na coluna de ozonizacdo. Com a verificacdo de formacdo de
bolhas no frasco lavador, ajustava-se 0 rotametro para a vazdo
necessaria: 1, 2, 3e 4 L.min™.

Selecionavam-se as tensdes de 40%, 60% e 80%.

Caso necessario, aumentava-se a pressdo do compressor para envio de
mais oxigénio.

Acionava-se o botdo “0z06nio” e cinco minutos eram cronometrados.
ApoOs esse tempo, o gerador de oz6nio era desligado e aliquotas de 200
mL eram retiradas da coluna de ozénio e do frasco lavador.
Acidificava-se a amostra com 4 mL de &cido sulfurico (1N) e titulava-se
com tiossulfato de sodio (0,025N) até a solucdo apresentar coloragdo
amarelo palha. Entdo, eram adicionados 2 mL de solugdo de amido como
indicador, prosseguindo com a titulacdo até que a solucdo se tornava

incolor, como pode ser visualizado na figura 6.7.
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Figura 6.7 — A: solucdo de KI + Oz6nio; B: solu¢do com coloragdo amarelo palha; C: solugéo
no final da titulagdo — incolor. Fonte (Medeiros, 2010)

Depois, a solucdo de Kl da coluna de ozonizacgéo era descartada e, em seguida,
procedia-se a lavagem da coluna de ozoniza¢do com agua (3 vezes) para dar inicio a um

Nnovo ensaio.

6.4.3.2 — Ensaio de desinfec¢do com ozonio

Primeiramente, foi coletado efluente tratado apds o sistema de Lodos Ativados
em um galdo, previamente limpo, desinfetado e enxaguado com solucdo Tween 80
(0,1%).

Antes dos ensaios, 0 gerador de ozonio permaneceu ligado por 10 minutos para
estabilizacdo do aparelho.

A coluna era preenchida com dois litros de efluente e o procedimento realizado
foi similar ao utilizado para calibragdo do gerador de ozénio. Ajustaram-se a vazao de
gas pelo rotdmetro e a tenséo do aparelho:

e Tensdo de 40%, producdo de ozdnio de 1g.min™ e nos tempos: 3,5; 6; 7 e
10 minutos.
e Tensdo de 60%, producdo de ozdnio de 1g.min™ e nos tempos: 3,5; 6; 7 e
10 minutos.

Passado o tempo estipulado de ensaio, o gerador de ozbnio era desligado e
retiravam-se as aliquotas para quantificacdo de ozonio.

A aliquota do frasco lavador (off-gas) foi submetida ao método iodométrico,

conforme descrito previamente.
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Para a amostra da coluna de oz6nio foi utilizado o método colorimétrico (Kit
Ozono HR AV), para espectrofotometria. Com o programa 456, do proprio
espectrofotobmetro DR 2800 (Hach), fez-se leitura de ozénio em meio liquido, na faixa
de 0 a 1,5 mg.L™. O método iodométrico poderia ter sido empregado; todavia, a
acurécia desse procedimento pode ser comprometida devido a concentracdo de 0z6nio
no meio liquido ser normalmente pequena (DIAPER, 1975).

As amostras desinfetadas foram armazenadas em frascos previamente lavados,
desinfetados e enxaguados com solucdo Tween 80 (0,1%). Para 0s ensaios sequenciais,
foram realizadas duas ozonizagdes para cada tenséo (40 e 60%), com producdo de
o0z6nio de 1g.min™ e tempo de contato de 7 minutos, com a finalidade de obter volume
suficiente para exames microbioldgicos e analises fisico-quimica da amostra ozonizada

e para 0s ensaios sequenciais com radiacdo UV.

6.4.3.3 — Célculo da producéo de 0z6nio

A producdo de oz6nio foi estimada pela equacgéo 6.12:

p= N:mx(Vu"o -V, )XVKIXI44O (6.12)

V xT

am

P: producdo de ozénio (g Os.h™)

Nio: normalidade da solucdo de tiossulfato de sodio

Viio: Volume de tiossulfato de sédio gasto na titulacdo (mL)

Vp: volume de tiossulfato de sddio gasto na titulacdo do branco (mL)
Vi : volume de solucdo de KI adicionada na coluna de ozonizagao (L)
Vam: Volume de amostra titulada (mL)

T: tempo de contato (min)

1440: fator de conversao

A producéo total de 0zdnio é dada pela soma do 0z6nio na coluna de ozonizagéo
e do off-gas no frasco lavador. A dosagem de 0zbnio esta diretamente relacionada a

producdo através da equacéo (6.13).
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b PxTx1000
VX60

(6.13)

D: dosagem de ozonio (mg.L™)
P: producio de ozénio (g Oz.h™)
T: tempo de contato (min)

V: volume ozonizado (L)

O branco era constituido de amostra de 200 mL de solucdo Kl (2%) néo
ozonizado, a qual era acidificada com 10 mL de &cido sulfdrico (1N) e, em sequéncia,
adicionavam-se 2 mL de solucdo de amido. A amostra de coloracdo azulada era titulada
com tiossulfato de sodio (0,025N) até ficar incolor — esse procedimento foi feito em
duplicata, conforme Soares (2007). Tinha-se entdo o volume do branco (V,) da equagéo
(6.12).

A padronizacdo da solucdo de tiossulfato de sédio foi realizada com solucdo de
dicromato de potéassio (K,Cr,05), de acordo com APHA (2005), como se segue: em 80
mL de agua destilada era adicionado 1 mL de &cido sulfdrico concentrado, 1 grama de
Kl e 10 mL de solucdo de K,Cr,0O; (0,025N). Adicionou-se amido e a titulacdo com

tiossulfato de sddio foi feita em triplicata.

6.4.3.4 — Balan¢o de massa do 0zdnio dissolvido na fase liquida

O balanco de massa do ozonio possibilita quantificar a massa ou concentragdo
do oz6nio que foi transferido e consumido durante o ensaio e associar esses resultados a
eficiéncia de inativacdo de microrganismos indicadores (SOARES, 2007).

Durante o ensaio, uma massa de ozonio é aplicada no efluente presente na

coluna de ozonizag&o. Esta massa pode ser calculada conforme equagéo (6.14):
MA=DxV (6.14)
MA: massa aplicada de 0z6nio (mg)

D: dosagem (mg.L™)

V: volume de efluente sendo ozonizado (L)
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No entanto, a massa total de oz6nio aplicada divide-se em: massa transferida
para 0 meio liquido (MT) e massa ndo transferida (MNT), sendo esta Ultima,

quantificada no off-gas. Ambas podem ser calculadas pelas equagdes (6.15) e (6.16).

X(Vliu o Vb )Xvoffgébx‘24-000 (6 1 5)

N .
MNT M, =t

am

MNT: Massa de 0zonio ndo transferida (off-gas) (mg)

Niio: Normalidade do tiossulfato de sddio

Viio: Volume de tiossulfato gasto na titulacdo da amostra (mL)

Vp: Volume de tiossulfato gasto na titulacdo do branco (mL)

Voifgas: Volume de solugéo de Kl (2%) adicionado no frasco lavador de gas (L)
Vam: Volume de amostra de Kl (2%) titulada (mL)

MT = MA - MNT (6.16)

MT: massa transferida ao meio liquido (mg)
MA: massa total de ozénio aplicada (mg)

MNT: massa de 0zonio nao transferida — off-gas (mg)

A massa de oz6nio transferida ao meio liquido (MT) pode ainda ser dividida em:
massa residual (MR) e massa consumida (MC). A massa residual pode ser calculada

conforme equacéo (6.17).
MR = [O3]R X Vet (6.17)
MR: massa residual (mg)
[O3]R: Concentracio de ozdnio residual (mg.L™)

Ve - Volume do efluente ozonizado (L)

A massa consumida seria a diferenga entre a massa transferida e a massa

residual (equacdo 6.18):
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MC (mg) = MT(mg) — MR (mg) (6.18)

Assim, a concentracdo de ozonio consumido [O3]C pode ser estimada pela

equacao (6.19):
[03]C =D- ([03]R + [03]0ff-gas) (6.19)

D: dosagem de ozénio aplicada (mg.L™)
[O3]R: concentracéo de ozdnio residual (mg.L™)
[Os]otrgas: concentragdo de ozénio no off-gas (mg.L™) [razdo entre a massa de

0zo6nio no off-gas (Mnt) e o volume de esgoto ozonizado (L)]

6.4.3.5 — Célculo dos valores de concentracao x tempo (CT) para 0zonio
Para o célculo do produto CT foi utilizada a equagdo (6.20) desenvolvida por
Wu e Doan (2005):

CT = j Ctdt (6.20)
0

C: concentrago de ozonio dissolvido (residual) (mg.L™)

t: tempo de contato (min)

No entanto, como a concentra¢cdo de oz6nio residual € muito pequena, foi
utilizada a taxa de consumo de 0z6nio — massa de ozonio consumida dividida pelo
tempo de contato. Além disso, foi suposta que a vazao aplicada de ozdnio permaneceu
constante durante os ensaios (SOARES, 2007).

Para representar os calculos dos valores de CT, tem-se o exemplo a seguir:

Concentracdo de ozonio consumido: 10,57 mg.L'l;

Tempo de contato: 10 minutos;

Taxa de consumo de o0zonio: 10,57/10 = 1,057 mg.L™.min™

Aplicando a equacéo (6.20):
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t 10
CT = thdt - j1,057tdt
0 0

CT =1,057 x_t2 = 1,057 x @ = 53 mg.min.L"!
2 2

6.4.4 — Ensaios Seqguenciais

Nos ensaios sequenciais, apds 0s ensaios com 0z6nio e cloro, o efluente era
coletado e encaminhado & unidade de desinfeccdo por radiagdo UV, para serem
avaliados os efeitos sinérgicos dos desinfetantes na inativagdo dos microrganismos
indicadores e dos protozoarios Giardia spp. e Cryptosporidium spp..

Para os ensaios sequenciais de cloro-radiacdo ultravioleta analisaram-se o cloro
residual livre e total. Em razdo do 0z6nio ndo deixar residual na massa liquida, para 0s

ensaios 0zonio-radiagdo ultravioleta, a medicao de residual ndo foi necessaria.

6.4.5 - Exames Microbiol6gicos

A quantificagdo de coliformes totais e E. coli seguiu o item 3.3.4.1, ja relatado
no capitulo 3. No entanto, ao invés de utilizar o método "pour plate", foi feita a filtracdo
em membrana, da mesma forma quando foram analisados efluentes do filtro lento em
areia. O resultado foi lido como unidade formadora de colénia (UFC) por 100mL.

A quantificacdo de coldnias de Clostridium perfringens foi seguida de acordo
com o método L5.403 (CETESB, 2004), o qual utiliza a técnica de membrana filtrante,
conforme o item 3.3.4.2, ja relatado no capitulo 3. O resultado foi lido como unidade
formadora de colénia (UFC) por 100mL.

Nos casos onde houve 100% de inativagdo de coliformes totais, E. coli e
Clostridium perfringens, os valores foram calculados como se existisse 1 UFC restante
apos a desinfeccao.

Para a analise de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium foi empregado
0 método da filtragdo em membrana, como relatado no capitulo 2, no item 2.3.2.3.
Também foi feita a separacdo imunomagnética, como relatada no mesmo capitulo, no
item 2.3.3. Além disso, foi realizada a reacdo de imunofluorescéncia direta (RID), com
verificacdo de viabilidade pelo corante vital iodeto de propideo, bem como anélise de

dano morfoldgico, de acordo com o item 5.3.4, anteriormente relatado no capitulo 5.
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6.4.6 - Analises Fisico-Quimicas

As analises dos parametros fisico-quimicos seguiram o Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005). Na tabela (6.1) estdo

apresentados os métodos analiticos empregados e os equipamentos utilizados.

Tabela 6.1 — Métodos analiticos empregados para analises fisico-quimicas.

Variavel Método e Equipamentos

Absorbancia em comprimento de

Espectrofotdmetro DR 4000
onda de 254nm

Titulacdo potenciométrica com é&cido sulfurico até pH 5,75
(Método 2320B)

Alcalinidade Parcial

o Titulagdo potenciométrica com &cido sulfarico até pH 4,3
Alcalinidade Total

(Método 2320B)
Cloro residual livre e total Método DPD colorimétrico (4500 G)
DQO Método colorimétrico em refluxo fechado (5220 D)
Nitrogénio amoniacal Método Macro-Kjedhal (4500)
Nitrogénio Total Kjedhal Método Macro-Kjedhal (4500)
Ozobnio residual Método iodométrico e método colorimétrico (4500 B)
pH Método Potenciométrico. pH meter - Denver Instrument
So6lidos Totais Método Gravimétrico (2540 B)

. . Método Gravimétrico — filtragdo em membrana (1,2 um)
So6lidos Suspensos Totais

(2540 B)
Temperatura Termdmetro de mercurio
Turbidez Turbidimetro 2100P

6.4.7 - Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software STATISTICA 7.0

(StatSoft Inc., 2004). Diferencas significativas entre as medias foram determinadas de
acordo com ANOVA (One Way Analysis of Variance) com aplicacdo do teste t Student,
baseado na hipotese nula de médias iguais de recuperacao para os métodos. Em todos 0s

testes, valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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6.5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram divididos em dois itens principais: desinfeccdes individuais

e sequenciais.

6.5.1 - Desinfeccdes Individuais

6.5.1.1 - Desinfec¢do com Cloro

Os resultados dos ensaios de cloracdo estdo sintetizados nas tabelas 6.2, 6.3 e
6.4.

Verifica-se um pequeno aumento do pH no decorrer da cloracéo, isso se deve a
reagdo do hipoclorito de sodio na 4gua, com consequente producio de ions Na* e OH".
Pode-se relatar ainda que o pH do efluente bioldgico utilizado na cloragédo é elevado,
ndo sendo o ideal, visto que as espécies quimicas - acido hipocloroso e ion hipoclorito -
estdo distribuidas no meio liquido de acordo com o pH. E em pH acima de 7,5, ha
predominancia de ion hipoclorito, com baixo poder desinfetante.

Com relacdo a turbidez e a absorbancia em 254 nm, ha pouca variacdo apds a
cloracdo, tanto na dosagem de 5 mg.L™, quanto na de 10 mg.L™.

No entanto, para s6lidos totais, 0 aumento na concentracdo pode ser devido ao
acréscimo no efluente desinfetado de determinados volumes de solucdo de
metabissulfito de sodio a 3% para neutralizacdo do cloro residual livre e combinado.

A DQO e o nitrogénio amoniacal foram verificados apenas no efluente tratado
biologicamente (chamado bruto para os ensaios de desinfec¢do) visto que ha muito
interferéncia por cloretos, segundo Lourencdo (2009). A DQO média dos trés ensaios
foi de 33 + 5 mg.L™, enquanto que a concentracdo de nitrogénio amoniacal foi de 31 +
19 mg.L™. Quanto menores as concentragdes de ambos 0s parametros, menores as
concentragdes de subprodutos da desinfeccdo e menor formacdo de mono, di e
tricloramina. No efluente a ser clorado, devido ao fato da elevada concentracdo de
nitrogénio amoniacal verificada, pode-se notar baixas concentraces de cloro residual
livre ap6s 5 minutos de reacdo, havendo portanto, formacdo de cloraminas, as quais

possuem menor poder desinfetante que o acido hipocloroso.
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Tabela 6.2 - Resultados para as variaveis fisicas, quimicas e microbiolégicos do ensaio | da cloracdo de efluente de tratamento secundario.

Dose (5 mg.L™) Dose (10 mg.L™Y)
Variaveis Bruto 5 min 10min  15min 30 min 5 min 10min  15min 30 min
Temperatura 22,3 22,1 22,1 22,2 22,1 22,2 22,5 22,2 22,3
pH 7,99 7,86 7,82 7,8 7,76 8,28 8,25 8,18 8,19
Cloro residual livre (mg.L™) - 0,49 0,37 0,51 0,59 1,16 1,48 1,71 1,26
Cloro residual combinado (mg.L™) - 3,31 3,35 3 2,91 7,69 6,05 6,97 8,17
Cloro residual total (mg.L™) - 3,8 3,72 3,51 3,5 8,85 7,53 8,68 9,43
Turbidez (uT) 3,4 2,96 2,94 2,33 2,69 2,87 3,55 4,01 2,97
Abs 254 nm 0,206 0,200 0,201 0,204 0,201 0,205 0,202 0,200 0,200
Solidos Totais (mg.L'l) 306 524 480 492 510 578 676 570 548
Sélidos Suspensos Totais (mg.L™) 28 23 7 <1 9 9 <1 5 3
DQO (mg.L™) 33 - - - - - - - -
N - amoniacal (mg.L™) 36 - - - - - - - -
Coliformes totais (UFC / 100 mL) 1,6x10° 2,2x10° 14x10° 3,0x10° 1,1x10° 1,7x10"° 2,8x103 2,6x103 9,0x10?
E. coli (UFC/ 100 mL) 4,3x10*  1,0x103 6,0x102 4,0x102 1,0x102  1,0x10? 2 <1 <1

Clostridium sp. (UFC/ 100 mL) 3,1x10® 3,1x10® 2,8x10° 2,8x10® 2,3x10®° 2,7x10° 2,5x10% 2,1x10°®° 1,3x103
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Tabela 6.3 - Resultados para as variaveis fisicas, quimicas e microbioldgicos do ensaio 11 da cloracdo de efluente de tratamento secundario.

Dose (5mg.L™) Dose (10 mg.L™Y)
Variaveis Bruto 5 min 10 min 15min  30min 5 min 10 min 15min 30 min
Temperatura 21,6 22,2 22,1 21,9 21,9 21,6 21,9 22 22,1
pH 7,35 7,5 7,51 7,6 7,76 8,22 8,18 8,22 8,21
Cloro residual livre (mg.L™) - 0,86 0,61 0,53 0,77 1,38 1,19 1,21 1,17
Cloro residual combinado (mg.L™) - 3,71 4,25 3,34 3,45 7,95 7,26 7,82 7,33
Cloro residual total (mg.L™) - 4,57 4,86 3,87 4,22 9,33 8,45 9,03 8,5
Turbidez (uT) 5,58 3,34 5,33 3,56 2,53 3,74 4,44 4,34 6,38
Abs 254 nm 0,189 0,194 0,198 0,198 0,196 0,195 0,192 0,194 0,234
Sélidos Totais (mg.L™) 337 592 538 592 540 628 560 662 574
Sélidos Suspensos Totais (mg.L™) 5 11 8 12 <1 10 8 9 <1
DQO (mg.L™) 28 - - - - - - - -
N - amoniacal (mg.L™) 10 - - - - - - - -
Coliformes totais (UFC / 100 mL) 1,8x10° 3,0x10®  1,0x10® 3,0x102 2,0x102 5,0x103 4,0x102 2,0x102 1,5x102
E. coli (UFC/ 100 mL) 5,0x10* 1,0x103 1,0x102  6,3x10t <1 4,0x102 6 <1 <1

Clostridium sp. (UFC/ 100 mL) 5,8x10® 4,8x10° 3,4x10% 2,8x10® 2,8x10°®° 3,8x10° 3,3x10® 3,0x10° 1,4x103
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Tabela 6.4 - Resultados para as variaveis fisicas, quimicas e microbioldgicos do ensaio 111 da cloracdo de efluente de tratamento secundario.

Dose (5mg.L™) Dose (10 mg.L™Y)
Variaveis 5 min 10 min 15min  30min 5 min 10 min 15min 30 min
Temperatura 22,4 22,6 22,4 22,6 21,9 21,8 21,8 22
pH 8,05 8,01 7,96 7,97 8,19 8,09 8,08 8,08
Cloro residual livre (mg.L™) 0,68 0,63 0,58 0,59 1,32 1,07 1,53 1,21
Cloro residual combinado (mg.L™) 4,17 4,1 3,98 3,97 8,03 8,46 7,92 8,17
Cloro residual total (mg.L™) 4,85 4,73 4,56 4,56 9,35 9,53 9,45 9,38
Turbidez (uT) 6,35 6,68 7,86 9,93 7,11 6,15 6,12 9,42
Abs 254 nm 0,239 0,241 0,240 0,232 0,245 0,245 0,246 0,242
Sélidos Totais (mg.L™) 612 - 712 610 516 888 904 794
Sélidos Suspensos Totais (mg.L™) 4 12 2 6 23 16 5 2
DQO (mg.L™) - - - - - - - -
N - amoniacal (mg.L™) - - - - - - - -
Coliformes totais (UFC / 100 mL) 3,9x10*  1,6x10° 1,5x10* 9,0x102 3,0x10° 6,3x10°  3,2x10°®  1,9x10?
E. coli (UFC/ 100 mL) 50x10t <1 <1 <1 1,5x10* 2 <1 <1
Clostridium sp. (UFC/ 100 mL) 3,0x10®  2,0x10®  3,0x10® 1,1x10® 2,9x10°% 1,3x10® 2,3x10® 1,1x103
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Com relacdo a inativacdo de micro-organismos indicadores - coliformes totais,
E. coli e Clostridium perfringens - os valores médios de inativacdo dos trés ensaios de
cloracdo podem ser visualizados nas figuras 6.8 e 6.9, para as dosagens aplicadas de 5 e

10 mg.L™.

50 Cloracéo (5 mg.L)

>
o
1

Log Inativacéo

5 10 15 30

. . . L Tempo (min
m Coliformes Totais E.coli mClostridium po (min)

Figura 6.8 - Inativacdo média de microrganismos indicadores presentes em efluente secundario

através da cloragdo com 5 mg.L™. As barras no centro das colunas representam o desvio padrao.
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Figura 6.9 - Inativacdo média de microrganismos indicadores presentes em efluente secundario

através da cloragdo com 10 mg.L™. As barras no centro das colunas mostram o desvio padrao.
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Pode-se notar que a E. coli foi o microrganismo menos resistente a desinfeccéo
por hipoclorito de sédio nos ensaios, com dosagem de 10 mg.L™, entre as bactérias
estudadas (teste t; p >0,05), nos quais CT préximos a 50 mg.min.L™ resultaram em
100% de eficiéncia. No entanto, nos ensaios com aplicacdo de 5 mg.L™, ndo houve
diferenca estatistica entre a inativacdo de E. coli e de coliformes totais. Clostridium
perfringens se mostrou a mais resistente a cloragdo (teste t; p >0,05) nas duas dosagens
aplicadas, com no maximo 0,62 log de inativacdo com aplicacdo de CT de 300
mg.min.L™%, em um dos ensaios.

Em experimentos conduzidos por Venczel et al. (1997), para dosagem de 5
mg.L?, foram necessarios 60 minutos de tempo de contato para atingir 1 log de
inativacdo de Clostridium perfringens (CT de 300 mg.min.L™?), enquanto Medeiros
(2010) necessitou de CT de 200 mg.min.L™. Lourencdo (2009) relata a necessidade de
CT de 96 mg.min.L™ para inativagdo de 0,5 log do mesmo microrganismo.

Os resultados encontrados para coliformes totais foram inferiores ao encontrados
por: Li et al. (2013) que relatam 3 log de inativacdo com CT de 20 mg. min.L™, ao
desinfetar agua de reGso; Lourencdo (2009) e Medeiros (2010) que observaram
aproximadamente 4 log de inativacdo de coliformes totais para CT préximo de 100
mg.min.L™ na desinfecco de efluente proveniente de reator UASB.

A comparagdo com outros trabalhos da literatura € uma das grandes dificuldades
da desinfeccdo de aguas residuarias, pois sdo utilizadas diferentes dosagens e tempo de
contato e qualidade fisico-quimica do efluente também discrepantes. Ha& que se relatar
também: o elevado pH do efluente utilizado nos ensaios (proximo a 8,0); as altas
concentracdes de nitrogénio amoniacal, com consequente formacdo de cloraminas e
diminuicdo das concentracdes de cloro livre, que podem ter prejudicado a inativacao de
micro-organismos pelo cloro.

Foi comparada a inativacdo de cada micro-organismo para um mesmo CT, no
entanto, com doses e tempos de contatos diferentes:

e 50 mg.min.L™ (5 mg.L™* x 10 minutos e 10 mg.L™* x 5 minutos)
e 150 mg.min.L™* (5 mg.L™ x 30 minutos e 10 mg.L™ x 15 minutos)

O intuito era verificar se a concentragdo ou o tempo de contato teria mais
importéncia na cloracdo, porém ndo foram encontradas diferencas significativas (teste t,
p > 0,05).



6.5.1.2 - Desinfec¢do com Ozonio

6.5.1.2.1 — Curva de Calibracdo do Gerador de Oz6nio

Os valores de produco de ozonio (g Os.h™) estéo reunidos na tabela 6.5.

Tabela 6.5 — Produgéo de ozonio na calibragdo do ozonizador .

Tenséo Vazéo (L/h)*  Produgéo (g Os/h)?
0 0
60 0,08
40% 120 0,32
180 0,49
240 0,66
0 0
60 0,42
60% 120 0,94
180 1,06
240 1,23
0 0
60 0,81
80% 120 1,14
180 1,71
240 1,89
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Notas: 1 Vazdo de gas na saida do gerador (mistura de oxigénio e 0z6nio) em litros por

hora; 2 Produgdo de 0z6nio em gramas por hora.

Foram ajustadas curvas (equacOes) relacionando as vazdes de gas e as

respectivas producdes de ozonio (figura 6.10). Essas relacdes sé sdo validas para as

condicdes experimentais semelhantes as dos ensaios.
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Figura 6.10 - Curvas de calibracdo do ozonizador para as tensdes de 40%, 60% e 80%.

6.5.1.2.2 — Ensaios com 0z0nio: Balanco de Massa e Desinfeccdo

Os ensaios de desinfeccdo com ozénio foram realizados nas tensdes de 40 e
60%, com vazdo de gas de 60 g.h™, para os tempos de 3,5; 6; 7 e 10 minutos. Os
resultados do balanco de massa e os célculos de CT encontram-se nas tabelas 6.6, 6.7 e
6.8.

Pode-se observar que a massa de 0zonio consumida nos ensaios esta diretamente
associada a massa de ozonio aplicada, bem como o CT de cada ensaio. Alem disso, a
concentracdo de oz6nio encontrada no frasco lavador (off-gas) esteve relacionada com
concentracéo aplicada e o tempo de contato. Em nenhum ensaio foi encontrado ozonio
residual na massa liquida.

Os CT aplicados variaram, para tensdo de 40%, de 5 a 47 mg.min.L™; enquanto

que para a tenséo de 60%, de 21 a 143 mg.min.L™.



Tabela 6.6 — Balango de massa e calculo dos CT do ensaio | na desinfec¢do de efluente secundério com ozonio.

Tensao 40% Tensao 60%
Variaveis 3,5 min 6 min 7 min 10 min 3,5 min 6 min 7 min 10 min
Producéo de Os (g.L™) 0,11 0,11 0,11 0,11 0,46 0,46 0,46 0,46
Dosagem (mg.L™) 3,29 5,63 6,57 9,39 13,46 23,08 26,92 38,46
Ma (mg) 6,57 11,27 13,15 18,78 26,92 46,15 53,84 76,92
M+t (mg) 5,27 10,83 12,93 1835 26,71 37,82 31,55 47,05
Mot.gas (MQ) 1,30 0,43 0,22 0,43 0,22 8,33 22,30 29,87
Mg (mg) 0 0 0 0 0 0 0 0
Mc (mg) 5,27 10,83 12,93 18,35 26,71 37,82 31,55 47,05
[O3]oft-gas (Mg.L™?) 0,65 0,22 0,11 0,22 0,11 4,17 11,15 14,94
[Os]r (Mg.L ™) 0 0 0 0 0 0 0 0
[Os]c (mg.L™) 2,64 5,42 6,46 9,17 13,35 18,91 15,77 23,52
Taxa de consumo de Os 0,75 0,90 0,92 0,92 3,82 3,15 2,25 2,35
(mg.L.min™?)
CT (mg.min.L™) 5 16 23 46 23 57 55 118
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Notas: CT: concentragéo x tempo; Ma: massa total de ozonio aplicada; M+: massa transferida ao meio liquido; Mogt.qss: Massa do off-gas — néo transferida; Mg:

massa residual; Mc: massa consumida; [Os]es.gas: CONCeNtragao de ozonio referente ao off-gas; [Os]r: concentracdo de ozonio residual; [Os]c: concentragdo de

0zOnio consumida.



Tabela 6.7 — Balango de massa e calculo dos CT do ensaio Il na desinfecgdo de efluente secundério com ozonio.

Tensao 40% Tensao 60%
Variaveis 3,5 min 6 min 7 min 10 min 3,5 min 6 min 7 min 10 min
Producéo de Oz (g.L ™) 0,11 0,11 0,11 0,11 0,46 0,46 0,46 0,46
Dosagem (mg.L™) 3,29 5,63 6,57 9,39 13,46 23,08 26,92 38,46
Ma (Mg) 6,57 11,27 13,15 18,78 26,92 46,15 53,84 76,92
M+t (mg) 5,92 11,27 13,15 18,78 24,43 39,12 41,40 46,61
Mot.gas (MQ) 0,65 0 0 0 2,49 7,04 12,45 30,31
Mg (Mg) 0 0 0 0 0 0 0 0
Mc (mg) 5,92 11,27 13,15 18,78 24,43 39,12 41,40 46,61
[O3]oftgas (Mg.L™?) 0,32 0 0 0 1,24 3,52 6,22 15,15
[Os]r (Mg.L ™) 0 0 0 0 0 0 0 0
[Os]c (mg.L™) 2,96 5,63 6,57 9,39 12,22 19,56 20,70 23,31
Taxa de consumo de O3 0,85 0,94 0,94 0,94 3,49 3,26 2,96 2,33
(mg.L.min™?)
CT (mg.min.L™) 5 17 23 47 21 59 72 117
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Notas: CT: concentragéo x tempo; Ma: massa total de ozonio aplicada; Mt: massa transferida ao meio liquido; Mogt.qss: Massa do off-gas — ndo transferida; Mg:

massa residual; Mc: massa consumida; [Os]es.gas: CONCeNtragdo de ozonio referente ao off-gas; [Os]r: concentracdo de ozonio residual; [Os]c: concentragdo de

0zOnio consumida.



Tabela 6.8 — Balanco de massa e calculo dos CT do ensaio 11 na desinfeccéo de efluente secundario com ozénio.

Tensao 40% Tensao 60%
Variaveis 3,5 min 6 min 7 min 10 min 3,5 min 6 min 7 min 10 min
Producéo de O3 (g.L™) 0,11 0,11 0,11 0,11 0,46 0,46 0,46 0,46
Dosagem (mg.L™) 3,29 5,63 6,57 9,39 13,46 23,08 26,92 38,46
Ma (Mg) 6,57 11,27 13,15 18,78 26,92 46,15 53,84 76,92
M+ (mg) 6,52 11,16 12,98 18,45 25,19 40,42 47,46 57,22
Mot.qss (MQ) 0,05 0,11 0,16 0,32 1,73 5,74 6,39 19,70
Mg (mg) 0 0 0 0 0 0 0 0
Mc (mg) 6,52 11,16 12,98 18,45 25,19 40,42 47,46 57,22
[O3]oftgss (Mg.L™?) 0,03 0,05 0,08 0,16 0,87 2,87 3,19 9,85
[Os]r (Mg.L ™) 0 0 0 0 0 0 0 0
[Os]c (mg.L™) 3,26 5,58 6,49 9,23 12,60 20,21 23,73 28,61
Taxa de consumo de Os 0,93 0,93 0,93 0,92 3,60 3,37 3,39 2,86
(mg.L".min™)
CT (mg.min.L™) 6 17 23 46 22 61 83 143
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Notas: CT: concentragéo x tempo; Ma: massa total de ozonio aplicada; Mt: massa transferida ao meio liquido; Mogt.qss: Massa do off-gas — ndo transferida; Mg:

massa residual; Mc: massa consumida; [Os]es.gas: CONCeNtragao de ozonio referente ao off-gas; [Os]r: concentragdo de ozonio residual; [Os]c: concentragdo de

0zOnio consumida.
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As caracteristicas fisicas, quimicas e microbiologicas do efluente apds 0s ensaios
I, Il e 11 com 0zbnio estdo apresentados nas tabelas 6.9, 6.10 e 6.11, respectivamente.

Quanto aos parametros fisico-quimicos, foi observado aumento do pH durante os
ensaios de ozonizacao, que segundo Soares (2007) pode ser devido ao stripping de CO,.

Com relacdo a alcalinidade, é importante a sua mensuracdo em decorréncia de
sua influéncia na ozonizacédo, ndo sendo observada variagdo durante os ensaios.

A absorbancia em 254 nm apresentou diminuicdo, que segundo White's... (2010)
0 0z6nio reage com material organico que absorve luz UV em 254 nm. Nos ensaios com
tensdo de 40%, verificou-se remocdo de até 15%. Na tensdo de 60%, observou-se
decréscimo da absorbancia com o tempo de aplicagdo de ozénio: com 3,5 minutos, a
média foi de 32%, enquanto que no tempo de 10 minutos de contato, a média foi de
56%.

A remocao de DQO foi de até 23%, de 5,28 mg.L™, na tenséo de 40%; enquanto
que na tensdo de 60%, nos ensaios | e Il alcangou 42%, com concentracdo de 0zonio
consumida de 23,5 e 28,3 mg.L™. Apenas para o ensaio Ill, com tensdo de 60%, foi
observada associacdo entre a remoc¢do de DQO e a concentracdo de 0zénio consumida,
com R2 de 0,9987.

A ozonizagdo também removeu turbidez do efluente. Na tensdo de 40%, até 46%
com 9,39 mg.L™" de ozénio consumido no ensaio II. E na tensdo de 60%, foram
constatadas remocdes médias de 22% com concentracdo de ozonio consumida, em
média de 12,7 mg.L™, e 78% quando a concentracdo média consumida de ozdnio foi de
25,1 mg.L™. Apenas para o ensaio 111, com tensdo de 60%, foi observada associacao
entre a remocao de turbidez e a concentracdo de ozénio consumida, com R2 de 0,8582.

As concentracOes de solidos totais e solidos suspensos totais ndo apresentaram

tendéncia a diminuir ou aumentar, similarmente aos ensaios com o cloro.



Tabela 6.9 - Resultados fisico-quimicos e microbiolédgicos do ensaio | da ozonizagdo de efluente secundario.

Variaveis

Tensao 40% Tensdo 60%
Bruto 35min 6 min 7min  10min 3,5min 6 min 7min 10 min

Temperatura

pH

Alcalinidade total (mg CaCO3.L™)
Absorbancia 254 nm

Turbidez (uT)

DQO (mg.L™)

Sélidos Totais (mg.L™)

Sélidos Suspensos Totais (mg.L™)
Coliformes totais (UFC / 100 mL)
E. coli (UFC/ 100 mL)
Clostridium sp. (UFC/ 100 mL)

250 25,7 25,6 25,9 25,6 25,8 25,8 25,4 25,6
7,7 8,03 8,04 8 8,07 7,85 7,98 8,04 8,03
252 253 246 247 241 249 246 241 242
0,241 0,206 0225 0,228 0,222 01/3 0116 0,106 0,098
9,37 11,1 11,4 13,3 11,6 6,56 2,74 3,98 3,7

50 41 46 44 47 49 36 29 32
290 290 290 290 290 290 282 277 279
18 17 16 14 17 18 1 1 1

25x10° 2,4x10° 1,7x10° 1.4x10° 1,3x10° 2,9x10* 1,2x10* 3,0x10% 2,8x103
3,0x10* 1,3x10* 7,8x10% 9,0x10® 7,0x10% 5,0x102 2,0x102 4,0x10® 2,0x10%
1,6x10* 1,3x10* 8,9x10® 1,2x10* 1,3x10* 7,8x10® 1,9x10% 1.4x10% 1,2x103

Nota: DQO: demanda quimica de oxigénio: UFC: unidade formadora de colbnia; uT: unidade de turbidez.
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Tabela 6.10 - Resultados fisico-quimicos e microbioldgicos do ensaio Il da ozonizagao de efluente secundério.

Tensao 40% Tensao 60%

Variaveis Bruto 35min 6min  7min 10min 35min 6min  7min 10 min
Temperatura 25,3 25 24,7 248 248 24,8 24,7 24,7 24,9
pH 7,51 7,85 8,06 801 815 7,91 7,93 7.9 8,05
Alcalinidade total (mg CaCO3.L-1) 200 188 187 189 185 187 184 182 180
Abs 254 nm 0236 0217 0239 0216 0,209 0,173 0,120 0,098 0,091
Turbidez (uT) 11,7 8,36 9,08 8,7 6,3 11,6 41 5,78 1,97
DQO (mg.L™) 55 63 56 63 59 63 48 49 59
Sélidos Totais (mg.L™) 354 400 376 400 414 341 346 356 354
Sélidos Suspensos Totais (mg.L™) 14 <lId <lId <lId 2 4 <lId <lId <lId
Coliformes totais (UFC /100 mL)  1,6x10° 1,4x10° 2,0x10° 5,6x10° 1,3x10° 1,7x10°> 5,0x10* 6,6x10° 1,0x10°
E. coli (UFC/ 100 mL) 1,1x10° 3,9x10* 5,4x10* 8,9x10* 3,3x10* 2,0x10® 2,0x102 3,0x102 1,0x103
Clostridium sp. (UFC/ 100 mL) 8,9x10® 7,8x10® 7,0x103 5,9x10% 4,5x10% 6,7x10% 3,3x103 2,0x103 1,4x103

Nota: DQO: demanda quimica de oxigénio: UFC: unidade formadora de colbnia; uT: unidade de turbidez.

Id: limite de detec¢do do método
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Tabela 6.11 - Resultados fisico-quimicos e microbiolégicos do ensaio Il da ozonizacdo de efluente secundario.

Variaveis

Tensao 40% Tensdo 60%
Bruto 35min 6 min 7Tmin  10min 35min 6 min 7min 10 min

Temperatura

pH

Alcalinidade total (mg CaCOs.L™)
Abs 254 nm

Turbidez (uT)

DQO (mg.L™)

Sélidos Totais (mg.L™)

Sélidos Suspensos Totais (mg.L™)
Coliformes totais (UFC / 100 mL)
E. coli (UFC/ 100 mL)
Clostridium sp. (UFC/ 100 mL)

25,2 25,1 25 25,2 25 24,9 24,8 24,8 25,6
6,47 6,87 6,98 6,93 6,97 6,86 6,87 6,92 6,96
28 22 22 22 23 22 22 22 26
0,269 0,258 0,239 0,243 0,245 0216 0,182 0,166 0,146
65,3 45,4 38,2 36,8 36,9 41,8 33,6 31 12,2

116 95 89 105 93 94 81 76 67
330 334 322 286 404 298 332 328 301
60 48 50 49 57 o1 34 31 20

7,3x10° 4,5x10° 4,9x10° 3,8x10° 4,8x10° 4,2x10° 1,7x10° 1,3x10° 3,1x10*
1,7x10* 1,0x10* 1,2x10* 6,7x10® 5,6x10® 1,1x10* 3,3x10® 1,9x10® 6,7x102
2.0x10* 9,8x10% 9,3x10% 1,0x10* 1,0x10* 1,1x10* 7,3x10% 7,7x10% 5,5x103

Nota: DQO: demanda quimica de oxigénio: UFC: unidade formadora de col6nia; uT: unidade de turbidez.
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A inativacgdo dos microrganismos pode ser visualizada na figura 6.11. De mesmo
modo que o cloro, o 0z6nio conseguiu inativar mais a E. coli ao comparar com 0s
coliformes totais. Mais uma vez, Clostridium perfringens se mostrou bastante resistente,
s6 alcancando um log de inativacdo apés aproximadamente CT de 118 mg.min.L™,
proximos aos valores encontrados por Gehr et al. (2003), que relatam 2 log de
inativacdo para coliformes fecais e proximo a 1 log para Clostridium perfringens, com
dose transferida de ozonio de 30 a 50 mg.L™.

Lourencdo (2009) relata inativagdo de 1,13; 2,18 e 2,52 log para Clostridium
perfringens, coliformes totais e E. coli, respectivamente, para CT de 211 mg.min.L™.
Soares (2007) descreve que a maxima inativacdo conseguida para Clostridium, 2,0 log,
s6 foi possivel apés aplicar CT de 148 mg.min.L™.

No ensaio 111 ndo foi obtida inativacdo préxima aos ensaios | e I, provavelmente
por causa da pior qualidade do efluente utilizado e menor alcalinidade, com maior DQO
e elevados valores de turbidez e absorbancia 254 nm, o que pode levar a uma rapida
decomposicédo do ozonio com liberacdo de radicais hidroxila, que sdo menos seletivos.

Como relatado anteriormente, a ozonizacdo € dependente da qualidade fisico-
quimica do efluente, de modo similar a cloracéo, sendo dificil estabelecer comparagdes

com outros trabalhos encontrados na literatura.
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Ozoénio (Ensaio I) Ozodnio (Ensaio II)

3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00 -
5 16 23 46 23 57 55 118

Ozonio (Ensaio IIT)

Inativacio (log)

5 17 23 47 21 59 72 117
CT (mg.min.L")

3,50

3,00

2,50

2,00
1,50

1,00

Inativaco (-log(N/No))

0,50

0,00
6 17 23 46 22 61 83 143

® Coliformes totais  ®E, coli ™ Clostridium CT (mg. min.L")

Figura 6.11 - Inativacdo de microrganismos indicadores presentes em efluente secundario apds ozonizacdo (Em cada ensaio, 0s quatro primeiros CT a
esquerda foram obtidos com tensdo de 40%, e os quatro CT a direita, com tensdo de 60%; ambos para o0 tempo de 7 minutos de contato).
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Podem ser relatadas associagOes significativas entre a massa de 0zbnio
consumida e a inativagdo de microrganismos - alguns exemplos podem ser visualizados

nas figuras 6.12, 6.13 e 6.14.

Coliformes Totais (Ensaio I)

Inativacdo (log)

Massa de Ozbnio consumida (g)

Figura 6.12 - Exemplo de forte associagdo entre a inativacdo de coliformes totais com a massa

de ozbnio consumida durante os ensaios de desinfec¢do com ozoénio.

E. coli (Ensaio 111)

I
R2 = 0,8362 ¢

Inativacao (log)

0,0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Massa de 0zdnio consumida (g)

Figura 6.13 - Exemplo de forte associacdo entre a inativacdo de E. coli com a massa de 0zbnio

consumida durante os ensaios de desinfeccdo com ozonio.
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Clostridum perfringens (Ensaio I1)

Inativacao (log)

Massa de 0zdnio consumida (g)

Figura 6.14 - Exemplo de forte associagdo entre a inativacdo de Clostridium perfringens com a

massa de ozonio consumida durante os ensaios de desinfec¢do com ozoénio.

6.5.1.3 - Desinfec¢éo com Radiagéo Ultravioleta
6.5.1.3.1 - Ensaios de Medicéo da guantidade de radiacdo UV a 254nm

A intensidade de radiacdo ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm no
interior do reator foi medida por actinometria, a partir de uma solucédo de ferrioxalato de
potassio. Na figura 6.15, est4 apresentada a taxa de formacéo de Fe®" relacionada com a
intensidade média de radiacdo medida na superficie liquida. Para 0s ensaios de

actinometria foi utilizado 1,0 cm de altura da 1dmina liquida.

0,00062 === ====== == mmmmmm oo
T S
0,00058 === -===mmmmmmmmm ooV

0,00056 - ---=====-mmm oo

Taxa de formacgao de Fe2+
(mol/min)

0,00054 +----- R

0,00052 T T T T !

Intensidade de radia¢do na superficie (mW/cm?)

Figura 6.15 - Taxa de formacdo de Fe*" a partir da intensidade de radiagdo UV aplicada na

superficie do reator, nos ensaios de actinometria.
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A razdo entre a taxa de formacéo de Fe?* e a intensidade de radiacio se manteve
constante nas combinagdes testadas, com valor de 0,0001602 (mol/min.)/(mW/cm?).

A dose de radiacdo UV distribuida pelo volume liquido foi também relacionada
com o tempo de exposi¢ao nos ensaios por actinometria, como pode ser visualizado na
figura 6.16.

1600 === === === mm e e e e eeeome e
1400 === == oo
1200 === = mm e e oo
1000 === ===
8O0 === ===

600 f------mmmmmmmmmmm e nne @ e

Dose (mW.s/cm?3)
g

L

200 T --mmmm e

Tempo de exposigdo (min)

Figura 6.16 - Dose de radiagdo UV distribuida pelo volume de solugdo actinométrica de acordo

com o tempo de exposicao.

Assim, a partir das figuras 8.15 e 8.16 pode ser calculada a intensidade média de
radiagdo que atinge a superficie do reator igual a 3,70 mW.cm™. Esse valor foi inserido
na equacdo 6.11 de intensidade média e a partir das doses recebidas a serem testadas - 1;

2,5; 5 e 10 Wh.m™ - foram calculados os tempos necessérios de exposicao.

6.5.1.3.2 - Ensaios de Desinfeccdo com Radiacdo UV

Os ensaios de desinfeccdo por radiacdo ultravioleta do efluente secundario
proveniente do tratamento bioldgico foram conduzidos em reator de bancada composto
por seis lAmpadas germicidas, cujos resultados estdo dispostos nas tabelas 6.12, 6.13 e
6.14.
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Tabela 6.12 - Resultados fisico-quimicos e microbioldgicos do Ensaio | da desinfeccdo com
radiacdo ultravioleta em efluente secundério.

Doses (Wh.m™)

Variaveis Bruto 1 2,5 5 10
pH 7,45 7,38 7,53 7,50 1,57
Temperatura 23,6 23,2 23,4 23,3 23,3
Abs 254 nm 0,207 0,215 0,207 0,213 0,218
Turbidez (uT) 7,6 12,3 14,7 15,0 11,5
Sélidos Totais (mg.L™) 283 262 186 232 218
Sélidos Suspensos Totais (mg.L™") 30 33 25 37 24
DQO (mg.L™) 70 52 52 37 56
Coliformes totais (UFC / 100 mL) 2,7x10° 2,3x10° 4,4x10® 1,4x10® 9,0x102
E. coli (UFC/ 100 mL) 3,3x10* 1,8x10® 2,0x102 3,0x10t  2,0x10

Clostridium sp. (UFC/ 100 mL) 1,0x10° 9,0x10® 7,0x10° 6,3x10®  3,8x10°

Nota: DQO: demanda quimica de oxigénio: UFC: unidade formadora de col6nia; uT: unidade
de turbidez.

Tabela 6.13 - Resultados fisico-quimicos e microbiolégicos do Ensaio Il da desinfeccdo com
radiacdo ultravioleta em efluente secundario.

Doses (Wh.m™)

Variaveis Bruto 1 2,5 5 10
pH 5,85 591 6,02 6,1 6,0
Temperatura 23,8 23,9 24,1 24,4 24 4
Abs 254 nm 0,187 0,197 0,197 0,201 0,195
Turbidez (uT) 18,9 23,1 19,3 19,9 20,4
Sélidos Totais (mg.L™) 336 356 312 340 298
Sélidos Suspensos Totais (mg.L™) 21 27 26 22 28
DQO (mg.L™) 45 40 32 34 37
Coliformes totais (UFC / 100 mL) 1,9x10° 4,0x10° 2,3x10® 1,0x10®  7,0x102
E. coli (UFC/ 100 mL) 7,5x102 25x102 1,3x102 2,5x10t 1,3x10%

Clostridium sp. (UFC/ 100 mL) 3,0x108 2,9x10%® 1,5x10%® 6,0x102 2,0x10?
Nota: DQO: demanda quimica de oxigénio: UFC: unidade formadora de colénia; uT: unidade

de turbidez.
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Tabela 6.14 - Resultados fisico-quimicos e microbiol6gicos do Ensaio Il da desinfeccdo com
radiacdo ultravioleta em efluente secundério.

Doses (Wh.m™)

Variaveis Bruto 1 2,5 5 10
pH 5,60 5,64 5,61 5,67 5,69
Temperatura 25,6 25,3 25,4 25,3 25,3
Abs 254 nm 0,163 0,186 0,183 0,184 0,182
Turbidez (uT) 9,4 10,4 9,06 111 9,35
Sélidos Totais (mg.L™) 332 283 348 308 318
Sélidos Suspensos Totais (mg.L™") 19 10 14 14 21
DQO (mg.L™) 50 40 38 39 44
Coliformes totais (UFC / 100 mL) 1,7x10* 2,5x10° 5,0x10® 1,0x10%  3,8x102
E. coli (UFC/ 100 mL) 1,3x10* 1,3x10® 6,3x102 1,3x10t  1,0x10!

Clostridium sp. (UFC/ 100 mL) 5,3x10% 4,0x10%° 2,4x10® 2,2x10% 1,0x10°

Nota: DQO: demanda quimica de oxigénio: UFC: unidade formadora de col6nia; uT: unidade
de turbidez.

Com relacdo as variaveis fisicas e quimicas, a aplicacdo da radiacdo ultravioleta
provocou ligeiro aumento no pH e nos valores de turbidez e absorbancia em 254 nm,
porém ndo significantes (teste t, p > 0,05).

As concentracdes de sélidos totais e slidos suspensos totais variaram de acordo
com as doses aplicadas durante os tratamentos, ndo sendo estabelecida nenhuma
tendéncia, em aumento ou diminui¢do. Houve diminuicdo entre 10 e 47% na DQO,
dependendo da dose aplicada, com diferenca estatistica apenas entre as doses de 2,5 e
10 Wh.m™® (teste t, p < 0,05), com maior remocéo de DQO na dose de 2,5 Wh.m™.

A média de inativacdo de micro-organismos indicadores pela radiacdo
ultravioleta pode ser visualizada na figura 6.17.

Similarmente aos ensaios com o0z6nio e cloro, a E. coli se mostrou mais
susceptivel a desinfeccdo por radiacdo ultravioleta, porém sem diferenca estatistica a
inativacdo de coliformes totais (teste t, p > 0,05). E de modo semelhante aos ensaios
com ozonio e cloro, Clostridium perfringens foi bastante resistente nas doses aplicadas,

com média préxima a 0,8 log de inativagdo apenas com dose de 10 Wh.m™.



237

Radiacédo UV (inativacdo media)

Inativacao (-log(N/No))

. . ) L Dose (Wh/m?)
m Coliformes Totais E.coli B Clostridium

Figura 6.17 - Inativacdo media por radiacdo ultravioleta de microrganismos indicadores em

efluente secundario. As barras no centro das colunas representam o desvio padrao.

Wang et al. (2012) utilizaram a radiacdo UV na desinfeccdo de efluente tratado
por MBR (Membrane Bioreactor - Reator biolégico com membrana) com turbidez de
1,6 NTU e Abs 254 nm de 0,243, e encontraram para coliformes totais inativacao de:
0,5; 1,0; 1,8 e 3 log para as de 1,0; 2,5; 5,0 e 10 Wh.m™, respectivamente; portanto,
inativacdo bastante proxima a encontrada no presente trabalho, exceto para a dose de 10
Wh.m?.

Li et al. (2009) relatam inativacdo de 2,2 a 4,4 log para coliformes totais, porém
com doses bastante superiores as adotadas no presente trabalho (18,6 a 50 mJ.cm™).

Pesquisa efetuada por Gehr et al. (2003), com efluente de tratamento secundario,
mostra inativacdo de 1 e 2 log de E. coli a partir da aplicacdo de dose de
aproximadamente 2,5 e 10 mJ.cm™, respectivamente. Os autores relatam ainda
inativacdo de 0,5 log de Clostridium perfringens com dose de 10 mJ.cm™ - resultados
préximos ao encontrados no presente trabalho.

Lourengdo (2009) encontrou maior inativacdo para 0s trés micro-organismos,
nas doses de 1; 5 e 10 Wh.m?, utilizando o mesmo reator. Tinoco (2012) encontrou
inativacdo de E. coli e coliformes totais superiores a 4,4 e 3,7 log, respectivamente;
todavia a inativacdo de Clostridium perfringens foi proxima a deste trabalho.
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6.5.2 - Desinfeccdes Sequenciais

Visto que doses muito elevadas dos desinfetantes poderiam inativar totalmente
0S micro-organismos de interesse, nos ensaios sequenciais foram aplicadas as seguintes
doses:

e Cloro: 5mg.L™ e 5 minutos (CT = 25 mg.min.L™);
10 mg.L™ e 10 minutos (CT = 100 mg.min.L™);

e OzOnio: 7 minutos nas tensdes de 40 e 60%;

e Radiacéo ultravioleta: 2,5 Wh.m™.

Elas foram escolhidas visando a verificar possiveis efeitos sinérgicos para: E.
coli, coliformes totais, Clostridium perfringens, Giardia spp. e Cryptosporidium spp..

Foram realizadas 4 repeticdes de cada ensaio.

6.5.2.1 - Desinfecc¢éo Sequencial: Cloro com Radiagéo Ultravioleta

Os resultados relativos as varidveis fisicas e quimicas com aplicacéo de cloro,
desinfetante primario, seguido imediatamente de radiacdo ultravioleta, desinfetante
secundario, podem ser visualizados na tabela 6.15.

A temperatura e pH, durante 0s ensaios, ndo apresentaram variagdes
significativas apds a aplicacdo do cloro e em sequéncia, ap6s a radiacdo ultravioleta.

A alcalinidade se manteve préxima a 150 mg de CaCOs.L™?, com pequena
reducdo durante a cloracéo e cloro seguido de radiacdo UV, porém, ndo significativa.

A absorbancia 254 nm apenas ndo apresentou diferenca significativa (teste t, p >
0,05) nas amostras cloradas em relacdo ao efluente dos lodos ativados. A dose de
radiacdo UV aplicada em sequéncia ndo influenciou neste parametro.

Quanto a turbidez, DQO e solidos, apesar de em alguns casos ter ocorrido
reducdo destas variaveis, a diferenca ndo foi significativa.

Os residuais de cloro livre e cloro combinado n&o foram afetados

significativamente pela aplicacéo da radiacao ultravioleta em sequéncia a cloragéo.
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Tabela 6.15 - Resultados das variaveis fisicas e quimicas (média + desvio padrdo) da desinfeccdo sequencial (Cloro - UV) de efluente de tratamento

secundario.

Variaveis Efluente LA uv Cl [5;5] Cl[5;5] - UV Cl[10;10] CI[10;10]-UV
Temperatura 24711 249+11 252+1,0 251+1,0 252+1,1 254+0,6
pH 7,44 £ 0,24 7,64 £0,15 7,47 £ 0,16 7,59 +0,10 7,36 £0,13 7,37+£0,16
Alcalinidade Total 154 + 49 151 + 49 146 + 42 145 + 42 142 + 39 141 + 38
Abs 254 nm 0,244 +0,074 0,247 +0,054 0,263+0,063 0,249+0,056 0,284+0,059 0,261+0,071
Turbidez (uT) 10,9+ 10 9,90 £ 7,54 9,03+7,41 9,10+ 7,48 9,30+ 7,9 8,87 £ 6,50
DQO (mg.L™) 97 £ 16 101+ 14 86 £ 21 88+13 84 +18 103+ 21
Sélidos Totais (mg.L™) 33071 312 +52 397 £ 65 423 + 75 457 + 69 458 + 68
Sélidos Suspensos Totais (mg.L™) 14 £ 16 15+13 10 £13 13+13 11+11 10+11
Sélidos Dissolvidos Totais (mg.L™) 316 + 58 298 + 40 386 + 56 410 + 63 446 + 64 448 + 62

N - amoniacal (mg.L™) 23+15 - - - - -
Cloro residual livre (mg.L'l) = - 0,73+0,18 0,48 £ 0,20 1,86 +0,13 1,25+ 0,46
Cloro residual combinado (mg_|_'1) = - 3,37 £ 0,61 3,22 £ 0,67 4,04 +£1,03 4,30+ 0,87
Cloro residual total (mg.L™) - - 4,10 £ 0,58 3,69+0,70 5,90+ 1,05 556 +1,21

Nota: Efluente LA: efluente do Lodos Ativados; uT: unidade de turbidez; UV: radiagéo ultravioleta (2,5 Wh.m™); CI [5;5]: dosagem de 5 mg.L™ de cloro com
5 minutos de contato; Cl [10;10]: dosagem de 10 mg.L™ de cloro com 10 minutos de contato
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Os resultados da inativagdo de microrganismos indicadores podem ser

visualizados na tabela 6.16.

Tabela 6.16 - Inativacdo, em unidades logaritmicas, de microrganismos indicadores (média *

desvio padrdo) submetidos a cloracdo seguida de radiagdo ultravioleta.

Inativacdo (1ogo)

) Coliformes Clostridium
E. coli ; i
Totais perfrlngens
ng'%ﬁf’mﬂ\]’ 1,70£0,33  1,47+0,32 0,12£0,04
s mzlirgcg% ] 246+0,77  1,94£097 0,77 £0,48
[5mg L'l'CS:Ircr)]ri?]]--U[;/5 Wh.m?] el e P RO
10 mcgl?_fgcfg mir] 359+039  315+0,38 1,06 0,57
Cloro - UV 404+043 3,50+ 0,45 1,61+0,77

[10 mg.L™; 10 min] - [2,5 Wh.m®]

A ordem crescente de resisténcia a desinfeccdo sequencial - cloro seguido de
radiacdo UV - tanto para a dose de 5 mg.L™" e 5 minutos de contato, quanto para 10
mg.L™ e 10 minutos de contato foi: E. coli = coliformes totais < esporos de
Clostridium perfringens (teste t, p < 0,05). Coliformes totais e E. coli foram 100%
inativados em alguns ensaios, enquanto obteve-se para Clostridium perfringens, no
maximo, 2,78 log de inativacdo no ensaio Il, apés CT de 100 mg.min.L™ de cloro
seguido de dose de radiagéo ultravioleta de 2,5 Wh.m™.

Pode-se perceber que os resultados de inativacdo dos trés microrganismos
quando utilizado apenas a cloracdo com 10 mg.L™ e 10 minutos foram estatisticamente
iguais aos resultados da desinfeccdo sequencial com 5 mg.L™* e 5 minutos de cloro
seguido de desinfeccdo por radiacdo ultravioleta. Dessa forma, no segundo caso, doses
menores de cloro poderiam resultar em menores concentracfes de subprodutos da
desinfeccdo com cloro (WANG et al., 2007, 2012), mantendo o mesmo potencial de
inativagdo de microrganismos. Porém, neste caso, ha que avaliar custos e beneficios da
instalacdo de mais uma unidade de desinfeccao.

Os efeitos sinérgicos da desinfec¢do sequencial, que podem ser visualizados na
tabela 6.17, foram mais acentuados para 0 microrganismo mais resistente - Clostridium
perfringens, com média de 0,26 e 0,43 log para 0s ensaios com aplicacdo de 5 mg.L™ e

10 mg.L™ de cloro seguidos de radiagdo UV, respectivamente.
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Tabela 6.17: Valores de sinergismo, em unidades logaritmicas, encontrados para 0s
microrganismos indicadores nos ensaios de desinfeccdo sequencial (cloro - radiacdo

ultravioleta).

X Inativag0es Inativagéo

Microrganismo Ensaio Individuais Sequencial Sinergismo
E. coli [5;5]-UV* 3,38 3,56 0,18
Coliformes totais  [5;5]-UV* 2,54 2,67 0,13
Clostridium [5;5]-UVt 1,33 1,71 0,38
perfringens [10;10]-UWV? 1,54 1,80 0,26
[5;5]-UV? 1,48 2,08 0,60
[10;10]-UVz? 1,96 2,78 0,82
[10;10]-UVs? 0,86 1,06 0,20
[5:5]-UV* 0,33 0,40 0,07
[10:10]-UV* 0,36 0,78 0,42

Nota: [5;5]: cloragio com 5 mg.L™ e 5 minutos; [10;10]: cloragdo com 10 mg.L™ e 10 minutos.

1234 namero do ensaio.

Lourencdo (2009) e Medeiros (2010) também encontraram efeito sinérgico para
desinfecgé@o sequencial cloro seguido de radiacdo UV para Clostridium perfringens, em
doses proximas a deste trabalho.

Wang et al. (2012) relatam a ocorréncia de efeitos sinérgicos para: contagem de
bactérias heterotroficas, contagem bacteriana total e coliformes totais, na desinfeccdo
sequencial composta de radiacdo ultravioleta seguida de cloragdo de efluentes para
redso.

Cho et al. (2006) ndo encontraram efeitos sinérgicos nas desinfeccdes
sequenciais - cloro seguido de radiagdo UV e radiagdo UV seguida de cloro - para
esporos de Bacillus subtilis em ensaios com &gua deionizada.

Koivunen e Heinonen-Tanski (2005) encontraram efeitos sinérgicos para E. coli
ao aplicar acido peracético combinado a radiacdo ultravioleta em ensaios com agua com
peptona; porém ndo para a desinfeccdo de peroxido de hidrogénio combinada com
radiagdo UV.

Neste trabalho, ndo houve redugéo da concentracdo de (oo)cistos apOs 0s ensaios

de desinfecgdo individuais e sequenciais. Oocistos de Cryptosporidium s6 foram
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encontrados em 25% amostras (4/16), o que dificultou as analises quanto a viabilidade
ou alteracdo da fluorescéncia. Dos oocistos encontrados, 60% estavam viaveis.

Rennecker et al. (2000) relatam a dificuldade em inativar oocistos de
Cryptosporidium em ensaios individuais com cloro, havendo a necessidade de CT
superiores a 1.000 mg.min.L™ para 90% de inativagdo. Enquanto que Driedger et al.
(2000), necessitaram de CT de 3.700 mg.min.L™ para atingir 2 log de inativacdo de
Cryptosporidium.

Os cistos do protozoario patogénico Giardia foram avaliados quanto ao dano
morfologico, através da avaliagdo da florescéncia dos cistos, e inferéncia de viabilidade,
por meio do corante vital iodeto de propideo, como pode ser visualizado na figura 6.18.

Dano morfoldgico dos cistos de Giardia spp.
100 -

40

w
o

Porcentagem (%0)

N
o

=
o

Efluente 2° uv CI[5;55] CI[55]-UV CI[10;10] CI[10;10] -
uv

® Fluorescéncia Padrdo  ® Fluorescéncia alterada Inviavel (PI+)

Figura 6.18 - Avaliagdo do dano morfoldgico dos cistos de Giardia spp. apds desinfeccOes
individuais e sequenciais com cloro e radiacdo UV. As barras centrais representam o desvio

padrdo. Doses de cloro aplicadas: 5 mg.L™ em 5 minutos e 10 mg.L™ em 10 minutos. Dose de
UV: 2,5 Wh.m?,

Primeiramente, deve ser relatada a dificuldade em realizar ensaios de
desinfeccdo com repeticdo com esgoto sanitario, pois, dependendo da amostra, pode
apresentar qualidades diferentes com inimeros interferentes a oxida¢&o quimica ou agéo

fisica da radiacdo ultravioleta (WANG et al., 2012). Em consequéncia disso, podem ser
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observados grandes desvios-padrdo nos resultados dos ensaios que compdem a figura
6.18, 0 que prejudica analises estatisticas comparativas.

Mesmo assim, pode-se constatar decréscimo da porcentagem de cistos de
Giardia com fluorescéncia padrdo ap0s os ensaios de desinfeccdo por radiacao
ultravioleta e de diferentes dosagens de cloro.

A maioria dos estudos encontrados na literatura sobre a acdo da radiagéo
ultravioleta em (oo)cistos foram realizados com &agua, e mesmo assim, apresentam
grande variabilidade de resultados.

Modifi et al. (2002) relatam 2 log de inativacdo de cistos de Giardia com dose
de 3 mJ.cm™. Linden et al. (2002) encontraram até 4 log de inativacdo com dose de 1
mJ.cm™. Porém, Li et al. (2009) constataram reducdo de apenas 0,05 log com doses de
UV entre 6 e 18 mJ.cm™ aplicadas em efluente secundario tratado por lodos ativados.
Esta baixa inativacéo, segundo os autores pode ser devida a:

e protecdo dos cistos por material particulado do efluente;

e possibilidade de reativacdo dos cistos apds exposicao a radiacdo UV;

e possibilidade de bactérias presentes na agua residuéria atacarem o0s cistos
e, a0 mesmo tempo, protegé-los da radiacdo UV;

e adsorcdo de material coloidal aos cistos, protegendo-os da radiacdo UV.

Como a radiacdo ultravioleta age no DNA celular, pode-se observar mudanca
principalmente na viabilidade dos cistos. No entanto, o cloro tem acdo na superficie da
parede celular dos cistos, como pode ser constatado através do aumento da porcentagem
de cistos com fluorescéncia alterada. A desinfeccdo sequencial parece ajudar em alterar

a fluorescéncia dos cistos e também torna-los inviaveis.

6.5.2.2 - Desinfecg¢éo Sequencial: Ozonio com Radiagédo Ultravioleta

Os resultados das variaveis fisicas e quimicas com aplicacdo de o0z6nio,
desinfetante primario, seguido de radiacdo ultravioleta, desinfetante secundario, podem
ser visualizados na tabela 6.18.

A temperatura ndo apresentou variagdo significativa apos a aplicacdo do 0z6nio
e em sequéncia, apos a radiacdo ultravioleta. No entanto o pH apresentou aumento

significativo (teste t, p < 0,05) ap0s a ozonizagdo e apos a desinfeccdo sequencial.
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Tabela 6.18 - Resultados das varidveis fisicas e quimicas (média + desvio padrdo) da desinfeccdo sequencial (Ozbénio - UV) de efluente de tratamento
secundario.

Variaveis Efluente LA uv O [40%] O [40%] - UV O [60%0] O [60%] - UV
Temperatura 247+11 249+11 247+11 252+11 24,6+1,0 247+11
pH 7,44 +0,24 7,64 0,15 7,88 +0,18 7,89+0,18 7,88 £ 0,15 7,86 + 0,14
Alcalinidade Total 154 + 49 151 +49 149 + 49 148 + 47 150 + 44 147 + 46
Abs 254 nm 0,244 £ 0,074 0,247 +0,054 0,256 +0,065 0,252+0,054 0,168+0,091 0,174 +0,083
Turbidez (uT) 10,9+ 10 9,90 £ 7,54 8,24 £ 6,24 8,81 £6,35 6,81 £ 8,78 6,44+7,71
DQO (mg.L™) 97+ 16 101+ 14 90+24 96 + 23 75+21 92+ 26
Sélidos Totais (mg.L™) 33071 312 +52 328 + 86 341+ 84 335+ 76 350 + 82
Sélidos Suspensos Totais (mg.L™) 14 £ 16 15+13 12+11 15+11 8+£10 11+14
Sélidos Dissolvidos Totais (mg.L™) 316 £+ 58 298 + 40 316 £ 79 326 £ 75 326 £ 67 340+ 70

N - amoniacal (mg.L™) 23%15 - - - - -
Dosagem (mg_|_'1) - - 3,3+x0,1 3,3x0,1 11,9+0,6 11,9+0,6
CT (mg.min.L™ - - 23+1 23+1 83+4 83+4

Nota: Efluente LA: efluente do Lodos Ativados; uT: unidade de turbidez; UV: radiacéo ultravioleta (2,5 Wh.m™); O [40%]: tensdo de 40% com 7 minutos de
contato; O [60%]: tensdo de 60% com 7 minutos de contato. CT: dosagem x tempo de contato.
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A alcalinidade se manteve préxima a 150 mg de CaCOs.L?, com pequena
diminuicdo durante a ozonizagdo e o0zbnio seguido de radiacdo UV, porém, ndo
significativa.

A absorbancia 254 nm néo apresentou diferenca significativa (teste t, p > 0,05)
nas amostras ozonizadas em relacdo ao efluente dos lodos ativados, devido a diferenca
na qualidade do efluente, apresentando elevado desvio padrdo nos resultados. Com CT
de 23 mg.min.L™ houve remocéo de, no maximo 3,0%; enquanto que na aplicacdo de
CT médio de 83 mg.min.L™, a diminuicdo foi, em média, de 34,2%. A dose de radiacéo
UV aplicada em sequéncia ndo influenciou neste parametro.

A partir da aplicagdo de CT de 23 mg.min.L™ foi verificada remocéo média de
20,2 % de turbidez e 10,6 % de DQO. Com o0 aumento do CT para 83 mg.min.L™, a
remocao passou para 51% de turbidez e 22,4% para DQO. A dose de radiacdo UV em
sequéncia as doses de 0zonio ndo influenciou na turbidez e na DQO.

As variagdes das concentracdes de sélidos totais, suspensos totais e dissolvidos
totais ndo foram significativas durante os ensaios individuais e sequenciais de 0zonio e
radiacdo ultravioleta.

Os resultados da inativagdo de microrganismos indicadores podem ser
visualizados na tabela 6.19.

Tabela 6.19 - Inativagdo, em unidades logaritmicas, de microrganismos indicadores (média *

desvio padréo) submetidos & ozonizagdo seguida de radiagdo ultravioleta.

Inativacdo (logig)

. Coliformes Clostridium

E. coli . X
Totals perfringens
ngg'g\‘jﬁom%\]’ 170+033  147+032 0.12 + 0,04
3 Sonz]gnl_'_zl"f‘@?aomin] 004+005 029+035 0.21+0,18
o L_Péorr:]'i‘r’]]' -U[\2/5 Whm LO2%026 178£020  031£0.19
1 g;og”;_z_??‘;‘omin] 140+090 1,724 +048 0.68 + 0,34
Ozonio - UV 2444039  2.02+038 0,84 +0.31

[11,9 mg.L™; 7 min] - [2,5 Wh.m™]

Como relatado anteriormente, o esgoto sanitario, mesmo tratado, possui
qualidade diferente com o tempo, vindo a dificultar a realizacdo de ensaios com

repeticédo, o que fez apresentar grande desvio padréo nos resultados.
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Dessa maneira, para oS quatro ensaios realizados de desinfeccdo individual e
sequencial, ndo foi encontrada diferenca estatistica quanto a resisténcia dos micro-
organismos - E. coli, coliformes totais e Clostridium perfringens - a aplicacdo do 0z6nio
individualmente. Todavia, nos ensaios sequenciais de 0zonio seguido de radiacdo UV,
para os dois CT utilizados para ozonio, a ordem crescente de resisténcia foi: E. coli =
Coliformes totais < Clostridium perfringens (teste t, p < 0,05), similarmente a
encontrada nos ensaios sequenciais com cloro e radiacdo UV.

Pode-se perceber que os resultados de inativacdo dos trés micro-organismos
quando utilizado apenas a ozonizagdo com 11 mg.L' e 7 minutos foram
estatisticamente iguais aos resultados da desinfeccdo sequencial com 3,3 mg.L e 5
minutos de ozdnio seguido de desinfeccdo por radiacdo ultravioleta. Segundo White
(2010), a aplicacdo de ozbnio precedente a radiacdo UV pode resultar em menores
custos para o sistema de desinfeccdo por radiacdo UV, pois ao diminuir a absorbancia a
254 nm do efluente, possibilita que a unidade de radiagdo UV necessite de menos
lampadas e canais menores. Deve-se atentar também a questdo de custos e beneficios

Os efeitos sinérgicos da desinfeccdo sequencial (ozénio - UV) podem ser

visualizados na tabela 6.20.

Tabela 6.20 - Valores de sinergismo, em unidades logaritmicas, encontrados para 0S
microrganismos indicadores nos ensaios de desinfeccdo sequencial (o0zonio - radiagdo

ultravioleta).

¥ Inativag0es Inativagéo

Micro-organismo Ensaio Individuais Sequencial Sinergismo
E. coli [23]-UV? 1,23 1,54 0,31
[83]-UV? 1,53 1,94 0,41
[23]-UV? 1,64 2,24 0,60
[23]-UV* 1,78 2,04 0,26
Coliformes totais  [23]-UV? 0,98 2,26 1,28
Clostridium  [23]-UV* 0,36 0,46 0,10
perfringens [83]-UVt 0,39 0,51 0,12
[83]-UV3 1,22 1,30 0,08
[23]-UV* 0,06 0,08 0,02
[83]-UV* 0,54 0,63 0,09

Nota: [23]: CT de 23 mg.min.L™"; [83]: CT de 83 mg.min.L™

1234, hamero do ensaio.
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O sinergismo para a E.coli ocorreu mais frequentemente a partir da aplicacéo de
ozOnio, se comparado ao cloro, como desinfetante priméario, com até 0,60 log de
inativacao apenas pelo efeito sinérgico do 0zdnio com a radiacdo ultravioleta.

Para Clostridium perfringens, o efeito sinérgico da aplicagdo de CT 23
mg.min.L™" e 83 mg.min.L™ de 0zénio seguido de radiacdo UV foi, em média, de 0,06 e
0,10 log, respectivamente. Esses resultados foram menores que o0s constatados na
desinfeccdo sequencial (cloro - radiacdo ultravioleta).

Lourencdo (2009) encontrou sinergismo para E. coli de até 0,44 log de
inativacdo e para coliformes totais de até 1,19 log ao aplicar 0z6nio seguido de radiacao
UV. Medeiros (2010) relata efeitos sinérgicos, para a mesma sequéncia de desinfetantes,
acima de 1,93 log de inativacdo para Clostridium perfringens, ambos trabalhos
realizados com efluente tratado de reator UASB.

Jung et al. (2008) relatam efeito sinérgico com aplicacdo em sequéncia de
ozo6nio e radiacdo UV, em média de 0,5 log de inativacdo para esporos de Bacillus
subtilis. Porém, ndo encontraram sinergismo ao aplicarem a radiacdo UV anteriormente
ao ozonio, concluindo que o ozo6nio aplicado primeiramente ataca a parede do esporo
dando suporte a penetracdo dos raios ultravioleta, 0s quais conseguem atingir o DNA e
RNA celular mais facilmente.

Cho et al. (2006) encontram até 1,5 log de efeito sinérgico para Bacillus subtilis
na desinfeccéo sequencial: 0z6nio seguido de hipoclorito de sodio.

Diferentemente do hipoclorito de sédio, o ozbnio foi capaz de diminuir a
concentracdo de (oo)cistos ap0Os 0s ensaios individuais e sequenciais de desinfeccdo. Na
aplicacdo de CT de 23 mg.min.L™ foram inativados em média 0,24 log (+ 33) dos cistos
de Giardia, similar a inativacdo de E. coli, coliformes totais e Clostridium perfringens
(teste t, p > 0,05). Ao aumentar o CT para 83 mg.min.L™, foram inativados em média
1,65 log (+ 0,68) dos cistos de Giardia, sendo também similar as trés bactérias
indicadoras de poluicdo fecal (teste t, p > 0,05). A adicdo da dose de radiacdo
ultravioleta sequencialmente ndo aumentou esta inativagéo.

Com relacdo aos oocistos de Cryptosporidium, s6 foram encontrados em 31%
das amostras ozonizadas (5/16), 80% deles estavam viaveis através da inferéncia de
viabilidade com corante vital iodeto de propideo; nas outras amostras ficaram abaixo do

limite de detecgdo do método.
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Rennecker et al. (2000) relatam 90% de inativacdo de oocistos de
Cryptosporidium em ensaios individuais com CT de 2,5 mg.min.L™ de ozénio;
verificaram também que lotes diferentes de oocistos utilizados para inoculacdo em agua
para 0s ensaios mostraram diferentes resisténcias a ozonizacao. Driedger et al. (2000),
citam a necessidade de CT de 1,4 mg.min.L™ para atingir 1 log de inativacdo de
Cryptosporidium em amostras de agua.

Os cistos do protozoario patogénico Giardia foram avaliados quanto ao dano
morfologico, através da avaliacdo da florescéncia dos cistos, e inferéncia de viabilidade,

por meio do corante vital iodeto de propideo, como pode ser visualizado na figura 6.19.
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Figura 6.19 - Avaliacdo do dano morfoldgico dos cistos de Giardia spp. ap6s desinfeccGes
individuais e sequenciais com o0zonio e radiacdo UV. As barras centrais representam o desvio
padrdo. CT de ozdnio aplicados: 23 mg.min.L™ e 83 mg.min.L™. Dose de UV de 2,5 Wh.m?.

Novamente, observam-se elevados valores de desvio padrdo nos resultados, o
que dificultou analises estatisticas comparativas. Mesmo assim, pode-se constatar
decréscimo da porcentagem de cistos de Giardia com fluorescéncia padrdo apds a

ozonizagdo e consequente alteracdo na fluorescéncia, para depois torna-los inviaveis
(iodeto de propideo).



249

Cho et al. (2010) relatam que o ozobnio, por ser oxidante forte, a sua penetracdo
na célula é acompanhada por reagdes com varios componentes da parede celular, para
depois agir no citoplasma.

O efeito sinérgico do o0zonio e radiagdo UV possuem grande interesse na
desinfeccdo de patdgenos resistentes e na crescente preocupa¢do com o tratamento de
compostos desruptores endocrinos, compostos recalcitrantes que compdem produtos de
higiene pessoal e farmacéuticos, na diminuicdo da capacidade estrogénica de efluentes
municipais (White, 2010).

Finch et al. (2000) utilizaram as conjugagdes: Os/ClIO,; Os/Monocloramina;
Cl/Monocloramina; CIO,/Cl,; ClOz/Monocloramina; Os/Cl, e observaram até 2
unidades logaritmicas de inativacdo para Giardia spp. e Cryptosporidium spp.
atribuidas apenas a acdo sinérgica dos desinfetantes. Verificaram também uma alta
dependéncia em relacdo ao pH e a temperatura.

Rennecker et al. (2000), Driedger et al. (2000), Corona-Vasquez et al. (2002)
evidenciaram efeitos sinérgicos com a aplicacdo de ozénio seguida de cloro livre na
inativacdo de Cryptosporidium spp. com ensaios de infectividade in vivo e excistacdo in
vitro.

Segundo Koivunen e Heinonen-Tanski (2005), a agdo sinérgica pode ser
explicada pelo mecanismo de danos multiplos: dois desinfetantes diferentes podem
causar diferentes tipos de lesGes nos micro-organismos e, consequentemente, promover

inativagdo mais incisiva de micro-organismos.
6.6 - CONCLUSOES

Nos ensaios individuais de desinfeccdo com cloro e radiacdo ultravioleta pode-se
constatar a seguinte ordem crescente de resisténcia: E. coli = coliformes totais <
esporos de Clostridium perfringens. Entretanto, na desinfeccdo individual com ozonio, a
ordem de crescente de resisténcia foi: E. coli < coliformes totais < esporos de
Clostridium perfringens.

Esporos de Clostridium perfringens se mostraram bastante resistente aos ensaios
de desinfecc¢éo individuais: obtiveram apenas 0,62 log e 1 log de inativacdo no CT mais
elevado da cloracdo (300 mg.min.L") e da ozonizacdo (118 mg.min.L™),

respectivamente; e na maior dose de radiacdo UV (10 Wh.m™), apenas 0,8 log.
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A ozonizagéo foi capas de melhorar a qualidade do efluente, com remocédo de
DQO, turbidez e absorbancia em 254 nm, o que pode ajudar para a aplicacdo de
radiacdo ultravioleta na desinfeccao sequencial.

Na desinfeccdes sequenciais (cloro - radiacdo UV e o0z6nio - radiacdo
ultravioleta), a ordem de resisténcia foi: E. coli = coliformes totais < esporos de
Clostridium perfringens.

A desinfeccdo sequencial cloro seguido de radiagdo ultravioleta, no CT de 100
mg.min.L™ e dose de 10 Wh.m™, apresentou até 2,78 log de inativacdo os esporos de
Clostridium perfringens, o que ressalta o potencial da desinfeccdo sequencial em
Inativar microrganismos resistentes.

Houve efeitos sinérgicos nas duas desinfeccdes sequenciais estudadas no
presente trabalho, sendo possivel a utilizacdo de menores CTs de desinfetantes
primarios - cloro e ozénio - o que poderia resultar em menores concentracdes de
subprodutos da desinfec¢éo; visto que, com a desinfeccdo sequencial pode-se alcangar
inativacdo similar a utilizacdo de apenas um desinfetante em CTs mais elevados.

N&o houve diminuicdo da concentracdo de cistos de Giardia apds as desinfec¢ao
individuais e sequenciais, na presenca do cloro. Contudo, na desinfecc¢do individual com
ozOnio, ocorreu diminuicdo da concentracdo de cistos de Giardia nos ensaios
individuais com ozonio, a qual foi estatisticamente similar a das trés bactérias
indicadoras de poluicéo fecal.

Em ambas desinfec¢fes sequenciais verificou-se diminuicdo da porcentagem de
cistos que apresentam fluorescéncia padrdo, que pode servir de resposta a acdo dos
oxidantes cloro e ozénio na parede dos cistos de Giardia.

Oocistos de Cryptosporidium foram encontrados em apenas algumas amostras;
em outras, estiveram abaixo do limite de deteccdo do método utilizado para purificacéo,

concentragéo e identificacdo destas estruturas.
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Capitulo 7

Desinfeccao Sequencial em ETE
em escala plena - Estudo de caso da
ETE Monjolinho.

Este capitulo teve o intuito de investigar a adicdo de cloro anteriormente a
desinfeccdo com radiacdo ultravioleta na inativagdo de Giardia spp., Cryptosporidium
spp. e microrganismos indicadores - E. coli, coliformes totais e Clostridium perfringens

- em uma ETE em escala plena.
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7.1 - INTRODUCAO

O langamento de esgoto domeéstico nédo tratado em mananciais superficiais é um
dos maiores problemas para a Saude Publica. A presenca de cistos de Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. causa preocupacao devido: a baixa dose infectante, resistentes em
ambientes desfavoraveis, eliminados em grandes concentra¢@es por individuos doentes
e assintomaticos (ADAM, 2001; CAREY et al., 2004).

Efluentes domeésticos, dependendo do processo de tratamento empregado, ainda
possuem elevadas concentrac@es de cistos e oocistos. Em esgoto bruto, sdo encontrados
normalmente de 102 a 10° (oo)cistos por litro (ROBERTSON et al., 2000; CANTUSIO
NETO et al., 2006). Em efluentes apds o tratamento secundario, como o lodos ativados,
sdo reportadas concentracdes acima de 102 (oo)cistos por litro (CASTRO-HERMIDA et
al., 2008; MOULIN et al., 2010). Concentracdes proximas, tanto de esgoto bruto quanto
de efluente tratado, j& foram relatadas neste trabalho em capitulos anteriores.

Como relatado no capitulo 6, o cloro é o desinfetante mais utilizado no mundo
para tratamento de agua de abastecimento e aguas residudrias. No entanto, com a
descoberta de subprodutos da cloracéo, a desinfec¢do por radiacdo ultravioleta se tornou
mais popular (METCALF; EDDY, 2003). Ela se baseia na alteracdo do DNA e RNA
dos micro-organismos, mostrando inUmeras vantagens, entre elas: ndo deixa residual no
efluente tratado e sua eficacia ndo é afetada pelo pH ou temperatura (HIJNEN et al.,
2006).

A desinfecgéo sequencial se constitui na aplicagdo de dois ou mais desinfetantes
em sequéncia, onde a acdo combinada pode promover maior inativacdo de micro-
organismos que a soma das inativacbes dos mesmos desinfetantes aplicados
separadamente, que é chamado sinergismo (USEPA, 1999; SOUZA, 2006).

Trabalhos sobre desinfeccdo sequencial para aguas residuarias sdo ainda
incipientes. Alguns estudos relatam a desinfec¢do sequencial como meio capaz de
inativar bactérias formadoras de esporos (WANG et al., 2011, 2012) e virus resistentes
(BALLESTER et al., 2004).
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7.2 - OBJETIVOS

Este capitulo teve como objetivo investigar a ocorréncia de efeitos sinérgicos
em microrganismos a partir da desinfeccdo sequencial - cloro seguido de radiagéo
ultravioleta - presente em uma ETE em escala plena. Como objetivos especificos,

seriam:

A partir de ensaios de desinfeccdo em unidade de bancada, estudar a

melhor dose de cloro a ser aplicada na ETE em escala plena.

e Comparar a resisténcia de Giardia spp.; Cryptosporidium spp. e
microrganismos indicadores a desinfeccdo com cloro de efluente de
tratamento secundario;

e Comparar a resisténcia de Giardia spp.; Cryptosporidium spp. e micro-
organismos indicadores a desinfeccdo com radiacdo ultravioleta de
efluente de tratamento secundario;

e Verificar a ocorréncia de efeitos sinérgicos na desinfec¢do sequencial

cloro - radiacdo ultravioleta em efluente de tratamento secundario, em

ETE em escala plena.

7.3 - MATERIAL E METODOS

7.3.1 - AETE - Monjolinho
A ETE - Monjolinho trata 100% da agua residuaria coletada na cidade de Séo

Carlos - SP, com vazéo de entrada de aproximadamente 530 litros por segundo. Ela
possui tratamento preliminar com grades, peneiras, desarenador; depois o0 esgoto segue
para reatores anaerobios do tipo UASB. Em seguida, o efluente é encaminhado para
Flotadores de Ar Dissolvido e antes do langcamento, passa pela unidade de desinfeccao
por radiacéo ultravioleta, como pode ser visualizado na figura 7.1.

Esta ultima unidade é composta por 480 lampadas distribuidas em dois canais
paralelos, sendo cada canal composto por dois mddulos de lampadas. Essas sao
envolvidas por tubo de quartzo e permanecem imersas no efluente. O tempo de detencéo
hidraulica, quando em vazdo média, € de 9,1 segundos; e, em vazdo maxima, 4,0

segundos. A dose de radiagdo ultravioleta aplicada por volume é préxima a 10 Wh.m?,



Figura 7.1 - ETE Monjolinho: | - vista geral (reatores UASB); Il - unidade de desinfecgdo por

radiacdo ultravioleta.

Devido a concentragdo elevada de E. coli no efluente das unidades de flotacéo, a
radiacdo ultravioleta ndo conseguia atingir a eficiéncia necessaria para o efluente
desinfetado obter qualidade microbioldgica exigida pelo 6rgdo ambiental e ser lancado
no corpo receptor. Em consequéncia, foram realizados estudos de cloracdo como
alternativa de desinfetante a ser utilizado previamente a desinfeccéo por ultravioleta.

Para a verificacdo da eficiéncia de inativagdo da unidade de desinfeccdo por
radiacdo ultravioleta, foram coletadas amostras antes e apds esta unidade, em frascos de
1 litro de capacidade, previamente lavados, desinfetados e enxaguados com solucdo
Tween 80 (0,1%).

7.3.2 - Ensaios em bancada de desinfeccdo com cloro

Foram realizados ensaios de cloracdo do efluente proveniente das unidades de
flotacdo, quando em vazdo maxima e minima de entrada na ETE. O efluente foi
coletado em galdes de 20 litros, previamente lavados, desinfetados e enxaguados com
solucéo Tween 80 (0,1%). Os ensaios foram feitos em batelada, em unidade de bancada,
no LATAR, na USP - Séo Carlos.

Para isso, béqueres de vidro com dois litros de capacidade, desinfetados e
enxaguados com solugdo Tween 80 (0,1%), eram preenchidos com 1,5 litros de efluente
e colocados em aparelho jar-test com ajuste de gradiente de velocidade de 100 s™.

Neste caso, foram aplicadas as seguintes concentracfes de cloro: 2,5; 7,5; 15 e
30 mg.L™. O tempo de contato foi fixado em oito minutos, pois era 0 tempo necessério
para o efluente percorrer desde a saida dos flotadores até a entrada na unidade de
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desinfecgéo por radiacdo ultravioleta. Com isso, foram analisados os seguintes CTs: 20,
60, 120 e 240 mg.min.L™, respectivamente.

A solucdo de hipoclorito de sédio utilizada foi preparada no dia dos ensaios, a
partir de solucdo estoque com concentracdo de 4 a 6% (Vetec Quimica Fina, Ltda). A
andlise de cloro residual total e livre foi conduzida pelo método DPD (N,N-diethyl-p-
phenylenediamine) colorimétrico utilizando espectrofotometro (DR 2010, Hach). No
final dos testes, foi utilizada solucdo de metabissulfito de sodio (Na,S,0s) a 3%, na
proporcédo de 0,1 mL para cada 100 mL de amostra a fim de remover cloro residual livre
e combinado ainda presentes.

Em decorréncia dos resultados desses ensaios em bancada, foram escolhidas as

melhores dosagens para aplicagdo na ETE - Monjolinho.

7.3.3 - Analises Fisico-Quimicas

As seguintes analises fisico-quimicas foram realizadas para caracterizacdo e
monitoramento dos ensaios de desinfeccdo da ETE - Monjolinho, como pode ser
visualizada na tabela 7.1, as quais seguiram o Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (APHA, 2005).

Tabela 7.1 - Métodos analiticos empregados para analises fisico-quimicas de efluentes da ETE.

Variavel Método e Equipamentos

Absorbancia em comprimento de

onda de 254nm Espectrofotdmetro DR 4000 ou DR 5000.

Demanda  Quimica de  Oxigénio Método colorimétrico em refluxo fechado (5220 D)

(DQO)

pH Método Potenciométrico. pH meter - Denver Instrument
So6lidos Totais Método Gravimétrico (2540 B)

Solidos Suspensos Totais I(\gg'tdf%dg )Gravimétrico — filtragdo em membrana (1,2 pm)
Turbidez Turbidimetro 2100 P

7.3.4 - Exames Microbioldgicos

A quantificagdo de coliformes totais e E. coli seguiu o item 3.3.4.1, j& relatado
no capitulo 3. No entanto, foi feita a filtragdo em membrana e o resultado foi lido como

unidade formadora de colénia (UFC) por 100 mL.
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A quantificacdo de col6nias de Clostridium perfringens foi seguida de acordo
com o método L5.403 (CETESB, 2004), o qual utiliza a técnica de membrana filtrante,
conforme o item 3.3.4.2, ja relatado no capitulo 3. O resultado foi lido como unidade
formadora de colénia (UFC) por 100 mL.

Para a andlise de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium foi empregado
0 método da filtracdo em membrana, como relatado no capitulo 2, no item 2.3.2.3. Além
disso, foi realizada a reacdo de imunofluorescéncia direta (RID), com verificacdo de

viabilidade pelo corante vital iodeto de propideo, de acordo com Campbell et al. (1992).

7.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, quando as amostras foram coletadas da unidade de desinfeccao por
radiacdo UV, dois tipos de efluente com diferentes caracteristicas fisico-quimicas e
microbiologicas foram averiguados: vazdo minima de entrada e vazdo méaxima de

entrada, como pode ser visualizado na tabela 7.2.

Tabela 7.2 - Média e desvio padrdo (quatro amostras) das caracteristicas fisicas, quimicas e
microbioldgicas dos dois tipos de efluentes dos flotadores da ETE - Monjolinho.

Efluente de baixa vazao Efluente de elevada vazéao

Variaveis

de entrada de entrada
pH 7,18 £ 0.02 7,15+ 0,08
Turbidez (uT) 235+15 57,4 £10,7
Abs 254 nm 0,298 £ 0,004 0,375 £+ 0,008
DQO (mg.L™) 106 + 28 163 + 78
ST (mg.L™) 487 £ 6,4 465 *+ 96
SST (mg.L™) 51,2+6,2 47,5 +28,1
Coliformes totais* 2,5 x 10° 3,1 x 10°
E. coli* 5,0 x 10° 1,4x 10°
Clostridium sp.* 9,9 x 10° 2,6 x 10°
Giardia spp.** 9,8 x 102 1,2 x 103
Cryptosporidium spp.** 4,7 x 10t 8,2 x 10t

Nota: DQO: Demanda quimica de oxigénio; ST: solidos totais; SST: solidos suspensos totais;
*Unidades formadoras de col6nia (UFC) em 100 mL; **(oo)cistos por litro. Abs 254 nm:

absorbancia em 1,0 cm de caminho 6ptico; uT: unidade de turbidez.
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Essas diferentes caracteristicas podem ser devido a diferentes tempos de
detencdo hidréulica da agua residudria no sistema de tratamento, o que implicou
qualidades distintas para o efluente dos flotadores e que, consequentemente, seria
enviado a unidade de desinfeccéo.

Pode-se notar maiores concentracdes de (oo)cistos de protozoérios e de micro-
organismos indicadores no efluente de elevada vazéo de entrada, ao mesmo tempo que a
turbidez e absorbancia 254 nm, o que pode influenciar negativamente a eficiéncia dos

raios ultravioleta.

7.4.1 - Desinfeccdo com Radiacdo UV

Os resultados obtidos através da desinfeccdo com radiacdo ultravioleta estdo nas
tabelas 7.3 e 7.4.

Tabela 7.3 - Inativacdo de microrganismos na unidade de desinfecgdo por radiagdo UV na ETE
Monjolinho (Iampadas limpas).

Inativacao [-log (N/No)]

Microrganismo Efluente de baixa vazdo de Efluente de elevada vazéo
entrada de entrada
Coliformes totais 2,08 £0,15 151+£0,21
Escherichia coli 1,94 £ 0,23 1,71+£0,11
Clostridium perfringens 0,55 + 0,56 0,02 +0,01

Nota: N: concentracdo de micro-organismos; No: concentracao inicial de micro-organismos.

Tabela 7.4 - Inativagdo de microrganismos na unidade de desinfecgdo por radiagcdo UV na ETE

- Monjolinho (lampadas sujas).

Microrganismo Inativacao [-log (N/No)]
Coliformes totais 0.47 £0.08
Escherichia coli 0.22+0.01
Clostridium perfringens 0.06 £ 0.01
Giardia spp. 0.0

Cryptosporidium spp. 0.0
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Para lampadas limpas, os microrganismos E. coli e coliformes totais foram mais
facilmente inativados pela radiagdo UV ao comparar com Clostridium perfringens.

Elevadas turbidez, DQO e concentracdo de substancias que absorvem radiacéo
UV promoveram diminuicdo na eficiéncia da desinfeccdo. Foi observada diminuicdo da
viabilidade dos cistos de Giardia de 76% (+ 7.0) para 55% (£ 15), porém sem diferenca
quanto as caracteristicas do afluente. Oocistos de Cryptosporidium foram encontrados
no afluente a unidade de radiacdo UV (efluente do flotador), porém nenhum apds a
desinfecc¢éo, sendo dificil a discussdo sobre a diminuicdo de sua viabilidade.

Apesar de a unidade de desinfec¢do por radiagdo UV promover reducdo de até
duas unidades logaritmicas de coliformes totais e E. coli, ainda ndo era suficiente para
alcancar a qualidade microbiologica de projeto da ETE de 103 UFC por 100 mL.

Deve-se salientar que falta de manutencdo da unidade de desinfeccdo foi
extremamente prejudicial com diminuigdo significativa do poder de inativacdo das
lampadas germicidas, como constatado na tabela 7.4. Dessa maneira, idealizou-se a

cloracdo antecedente a desinfeccdo UV.

7.4.2 - Desinfeccdo com cloro - ensaios em bancada

Os resultados dos ensaios em bancada da cloragédo do efluente dos flotadores
estdo mostrados nas tabelas 7.5 e 7.6, com baixa e alta vazdo afluente a ETE,

respectivamente.

Tabela 7.5 - Inativacdo de microrganismos com cloracdo de efluente quando em baixa vazdo

afluente &8 ETE - Monjolinho.

Inativacao -log (N/No) % (00)cistos viaveis
CT Coliformes E. coli Clostridium  Giardia  Cryptosporidium
totais perfringens spp. spp.
20 0,34+0,01 0,33+0,05 0,26+0,15 nd nd
60 1,14+0,15 1,76+0,26 085+0,14 75+141 75
120 230+0,08 310+0,21 1,11+0,06 71,5%50 50
240 3,0+0,08 391+£0,22 269+021 57x141 67

Nota: CT: concentragdo x tempo (mg.min.L™); N: concentragdo de micro-organismos; No:

concentracdo inicial de micro-organismos; nd: ndo determinado.
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Tabela 7.6 - Inativagdo de microrganismos com cloragéo de efluente quando em elevada vazéo

afluente &8 ETE - Monjolinho.

Inativacdo -log (N/No) % (00)cistos viaveis
CT Coliformes E. coli Clostridium  Giardia  Cryptosporidium
totais perfringens spp. spp.
20 045+039 040x050 0,09+0,06 nd nd
60 047+039 047+x047 033+£004 825+35 75+35/4
120 1,14+0,13 262+081 1,46+0,10 89+472 ne
240 265+0,11 4,38+053 2,27+0,37 83+28 50

Nota: CT: concentracdo x tempo (mg.min.L™):; N: concentracdo de micro-organismos; No:

concentracdo inicial de micro-organismos; nd: ndo determinado; ne: ndo encontrado.

A bactéria formadora de esporo - Clostridium perfringens - provou ser bastante
resistente a cloracdo em comparacdo as outras bactérias, resultados similares aos de
Tyrrel et al. (1995). E. coli a foi menos resistente. A viabilidade inicial dos (oo)cistos
dos protozoarios foi 76% (x 7,0) e 87,5% (+ 25), para Giardia e Cryptosporidium,
respectivamente; 0s quais se mostraram muito resistentes ao analisar a viabilidade apds
0s ensaios de cloracao.

Rice et al. (1982), ao conduzir um trabalho com excistacéo in vitro, encontrou
elevada resisténcia de cistos de Giardia spp. ao cloro. Para o trabalho, as caracteristicas
fisicas e quimicas como DQO, solidos e turbidez variaram de acordo com o periodo de
entrada de vazdo de &gua residuaria na ETE, sendo maior o consumo de cloro aplicado
guando em elevada vazao de entrada. Dessa maneira, diferentes dosagens aplicadas de
desinfetante foram necessarias dependendo da qualidade do efluente, para se ter a
mesma porcentagem de inativacdo de micro-organismos.

Li et al. (2004) relataram que o cloro age primeiramente na parede do cisto
resultando no aumento da permeabilidade, seguido da desintegracdo da membrana
plasmaética e de agdes prejudiciais ao citoplasma, o que tornaria a célula mais vulneravel

a radiacdo ultravioleta aplicada sequencialmente.

7.4.3 - Desinfeccdo Sequencial (Cloro-UV) na ETE - Monjolinho

A partir dos resultados promissores obtidos pelos ensaios de cloragdo em
bancada, foi idealizada uma calha para distribuicdo de solucdo de hipoclorito de sodio,
na saida do efluente dos flotadores, como pode ser visualizado na figura 7.2.
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Figura 7.2 - Detalhe da calha de distribuicdo de solucéo de hipoclorito de sodio no efluente dos
flotadores na ETE - Monjolinho.

Foram realizados trés amostragens de desinfeccdo sequencial com efluente
coletado no horario de menor vazdo efluente, portanto de melhor qualidade fisico-
quimica. Todavia, as lampadas estavam sujas, devido a pobre manutencdo. Assim,
foram coletados efluentes em trés pontos distintos: antes da cloracdo; apés a cloracédo e
antes da desinfec¢do com radiacdo UV; e apos cloragdo e radiagdo UV (desinfeccdo
sequencial).

Foram utilizados os resultados da tabela 7.4 para efetuar o célculo de efeito

sinérgico para desinfeccdo individual por UV, proposto por Finch et al. (2000):

e Sinergismo = Inativacdo sequencial obsevada — (3 Inativacdes individuais)

Os resultados da desinfeccdo sequencial podem ser visualizados na figura 7.3.
Para a soma das inativacdes individuais (Cloro + UV), foram utilizados os resultados
para radiacdo ultravioleta relatados na tabela 7.4, com lampadas sujas. E para a
cloracéo, foram os resultados encontrados no dia dos ensaios de desinfecgdo sequencial,
ao retirar amostra de efluente ja clorado mas que ainda ndo havia passado pela unidade
de desinfeccdo UV.
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Figura 7.3 - Resultados da desinfeccdo sequencial (cloro - radiacao ultravioleta) na ETE - Monjolinho.

Nota: Ensaio | e I1- aplicacdo de 4,0 mg.L™ de cloro.

Ensaio 111 - aplicagdo de 8,0 mg.L™ de cloro.

(* indica a ocorréncia de efeito sinérgico dos desinfetantes).
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Foram encontrados efeitos sinérgicos para E. coli, Clostridium perfringens e
Giardia spp. em dois ensaios. Apés a aplicacdo da dosagem de 8 mg.L™ de cloro foi
atingida a meta microbioldgica de 103 por mL de E. coli.

Efeitos sinérgicos foram encontrados na desinfeccdo de aguas residuarias para
coliformes totais, E. coli, entre outros micro-organismos, com acido peracético seguido
de radiacdo ultravioleta (CARETTI; LUBELLO, 2003). Ryu et al. (2007) relatam que
ETEs que utilizavam desinfeccdo combinada - cloro seguido de radiacdo UV -
conseguiram atingir a meta anual de risco aceitavel para infeccdo de Giardia spp. de

uma infeccdo para cada dez mil habitantes.
7.5- CONCLUSAO

e Houve diferenca nos resultados encontrados para cloracdo nos testes
realizados em unidades de bancada para os testes em escala plena.

e Para 0 bom funcionamento da unidade de desinfec¢do por radiacdo UV,
h& necessidade de constante manutencdo e limpeza da lampadas; além de
efluente com boa qualidade, principalmente, baixas turbidez e concentragéo
de sélidos suspensos.

e Foram verificados efeitos sinérgicos em alguns casos para E. coli,
Clostridium sp. e Giardia spp. E somente ap6s a aplicacido de 8 mg.L™ de
cloro seguido de desinfec¢do por radiagdo UV € que foi alcancada a meta

inicial de qualidade microbiolégica da ETE.
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Capitulo 8

O

Conclusao

Considerando as condi¢des em que a pesquisa foi executada, conclui-se que:
O método que consiste de trés centrifugacbes seguido de IFA, que pode ser aplicado
em esgoto bruto e efluente tratado, apresentou elevada recuperacdo de cistos de
Giardia. No entanto, foi encontrada dificuldade em recuperar oocistos de
Cryptosporidium em todos os métodos estudados, sendo os melhores resultados
provenientes do método com filtragdo em membrana seguido de IMS, em efluente
com baixa turbidez.
As concentracfes encontradas de cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium
no esgoto sanitario podem mostrar de maneira indireta a incidéncia desses
protozoarios na populacdo atendida pelas ETEs.
O sistema de tratamento de esgoto estudado — reator UASB seguido de lodos
ativados — ndo é suficiente para promover seguranga microbiologica ao efluente
final, apesar de removerem aproximadamente 90% de cistos de Giardia e oocistos
de Cryptosporidium, devido & elevada concentra¢do no esgoto bruto.
A ETE piloto, a partir da estabilizacdo dos reatores anaerébio (UASB) e aerdbio

(Lodos Ativados), conseguiu remover consideravelmente a carga organica do esgoto
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bruto, porém a concentracdo de microrganismos no efluente tratado ainda
permaneceu elevada.

A mudanca do tempo de residéncia celular no sistema de lodos ativos ndo promoveu
melhoras significativas na remocdo de (oo)cistos de protozoarios, de
microrganismos indicadores e das varidveis fisicas e quimicas estudadas neste
trabalho.

Sdo imprescindiveis outras etapas de tratamento e principalmente desinfeccdo do
efluente final, em decorréncia, principalmente, da presenca de (00)cistos viaveis.

O pobs-tratamento por filtracdo lenta em areia mostrou a possibilidade de remover
principalmente cistos de Giardia e, em alguns casos onde foram encontrados,
oocistos de Cryptosporidium, bem como de Clostridium perfringens,
microrganismos de dificil inativacdo por desinfeccdo. Além disso, melhorou a
qualidade fisica e quimica do efluente advindo do lodos ativados, com remocdo de
DQO e especialmente da turbidez, o que também pode facilitar a desinfeccdo do
efluente final.

Deve-se, no entanto, refletir sobre a viabilidade de utilizar a filtracdo lenta como
pos-tratamento, principalmente, em relacdo ao custo e a area necessaria; podendo
ser interessante alternativa, principalmente, para ETEs de pequeno porte.

Nos processos de tratamento da ETE - piloto avaliados neste trabalho, ndo houve
correlacdo de coliformes totais, E. coli e Clostridium perfringens e de variaveis
fisicas e quimicas com cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp., 0
que levanta ressalvas quanto a utilizacdo dessas bactérias como microrganismos
indicadores de protozoarios patogénicos para amostras de esgoto sanitario, sendo,
portanto, necessario o estudo de novos indicadores.

As concentracdes de (0o)cistos no esgoto da ETE - Limeira (em escala plena) foram
superiores as encontradas na ETE piloto, o que pode refletir incidéncias da giardiase
e criptosporidiose em diferentes cidades brasileiras.

A ETE - Limeira (em escala plena) foi mais eficiente em remover esses
microrganismos nos processos bioldgicos de tratamento (reator UASB seguido de
Lodos Ativados) quando comparada a ETE - piloto. Apesar de a porcentagem viavel
de cistos de Giardia ndo se modificar durante o tratamento, foi constatada alteracao
de fluorescéncia dos cistos viaveis, 0 que mostra que 0s processos de tratamento
estdo causando danos morfolégicos na parede de cistos e oocistos, mas ainda ndo

tdo "profundos” para deixa-los inviaveis.
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O lodo proveniente do lodos ativados, em ambas ETEs pesquisadas, apresentou
elevada concentracdo de (oo)cistos, com grande porcentagem ainda viavel, o que
pode representar risco a satde humana caso seja utilizado sem tratamento.

Nos ensaios de desinfeccdo individuais com cloro, ozonio e radiacdo ultravioleta
com efluente de tratamento secundario por Lodos Ativados, esporos de Clostridium
perfringens se mostraram mais resistentes em comparacao com E. coli e coliformes
totais.

Esporos de Clostridium perfringens se mostraram bastante resistente aos ensaios de
desinfeccéo individuais: obtiveram apenas 0,62 log e 1 log de inativagdo no CT
mais elevado da cloragdo (300 mg.min.L™") e da ozonizacdo (118 mg.min.L™),
respectivamente; e na maior dose de radiacdo UV (10 Wh.m™), apenas 0,8 log.

A ozonizacdo foi capas de melhorar a qualidade do efluente, com remoc¢éo de DQO,
turbidez e absorbancia em 254 nm, o que pode ajudar para a aplicacdo de radiacao
ultravioleta na desinfeccdo sequencial.

As desinfecgdes sequenciais promoveram, em alguns casos, efeitos sinérgicos para
0s microrganismos indicadores pesquisados. Como exemplo, a desinfeccdo
sequencial cloro seguido de radiac&o ultravioleta, no CT de 100 mg.min.L™ e dose
de 10 Wh.m™, apresentou até 2,78 log de inativacdo os esporos de Clostridium
perfringens, o que ressalta o potencial da desinfeccdo sequencial em inativar
microrganismos resistentes.

Ocorreu a diminuicdo da fluorescéncia nos cistos de Giardia, 0 que evidencia o
potencial oxidativo do cloro e 0zénio em atacar primeiramente a parede dos cistos.
Além disso, a aplicacdo de o0z6nio diminuiu a concentracdo de cistos encontrada no
efluente desinfetado. Oocistos de Cryptosporidium foram encontrados em apenas
algumas amostras; em outras, estiveram abaixo do limite de deteccdo do método
utilizado para purificagéo, concentragdo e identificagdo destas estruturas.

Houve efeitos sinérgicos nas duas desinfeccBes sequenciais estudadas no presente
trabalho, sendo possivel a utilizacdo de menores CTs de desinfetantes primarios -
cloro e 0z6nio - 0 que poderia resultar em menores concentragdes de subprodutos da
desinfecgéo; visto que, com a desinfeccdo sequencial pode-se alcancar inativacao
similar a utilizacdo de apenas um desinfetante em CTs mais elevados.

Os estudos preliminares de desinfeccdo com cloro com efluente secundario da ETE
em escala real constataram a resisténcia dos esporos de Clostridium perfringens e de

(oo)cistos de Giardia e Cryptosporidium. A eficiéncia da desinfeccdo por radiacéo
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ultravioleta foi dependente da qualidade do efluente, e houve efeitos sinérgicos na
desinfeccdo sequencial cloro - radiagdo ultravioleta para E. coli, Clostridium

perfringens e Giardia spp.
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Capitulo 9

Sugestoes

o Expandir a pesquisa sobre os protozoarios - Giardia e Cryptosporidium - em
mananciais, esgoto sanitario, dgua tratada, etc., para outras regides do pais.

o Aprimorar 0s métodos de recuperagdo de cistos de Giardia e oocistos de
Cryptosporidium em amostras de esgoto sanitario.

o Pesquisar sobre a remog&o de (oo)cistos de protozoarios em ETEs, pois ainda sdo
escassos estes tipos de dados de monitoramento no Brasil.

o Aprimorar a pesquisa da filtracdo lenta em areia para esgoto sanitario a partir de
diferentes granulometrias da areia, por exemplo.

o Pesquisar quais as espécies de Giardia e Cryptosporidium que sdo encontradas em
efluentes de ETEs.

o Estudar outros processos de desinfec¢cdo como: processos oxidativos avangados,
per6xido de hidrogénio, o &cido peracético, ultrassom, aplicados individual e
sequencialmente.

o Analisar a desinfeccdo de (oo)cistos a partir da excistagdo in vitro ou infectividade
in vivo e comparar com danos morfologicos como a perda de fluorescéncia em

(oo)cistos.
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