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RESUMO

Para assegurar que a agua esteja livre de microrganismos patogénicos, esta deve passar por um processo de
desinfecgdo, ¢ a cloragdo ¢ o método convencional mais comumente utilizado na maioria dos paises pois
controla de forma eficaz os agentes microbianos. Contudo, os subprodutos derivados da desinfeccdo com cloro
tém sido um problema e, novos métodos e mais avangados de desinfec¢do da 4gua e remocao de bactérias tém
sido sugeridos como substituicdo do tratamento convencional, dentre eles o plasma nao-térmico. Assim, neste
estudo, serdo avaliados trés parametros operacionais do reator: fluxo de gas, tensdo aplicada e tempo. Espera-
se estabelecer correlagdes entre cada um desses parametros e a inativacao de E. coli, bem como com as
propriedades fisicas e quimicas da dgua tratada. Além disso, a sobrevivéncia das colonias de E. coli e
avaliagdo da resisténcia da parede celular da bactéria apos o tratamento por plasma e identificagdo os
parametros responsaveis pelo efetivo tratamento contribuirdo para o avango da pesquisa em desinfecgdo de
agua e para o desenvolvimento da tecnologia de plasma frio como um protocolo de tratamento final.

PALAVRAS-CHAVE: Plasma nio-térmico, Desinfec¢ao de dgua, Escherichia coli.

INTRODUGAO

A emergéncia da questdo ambiental e preservagdo da agua tem sido pauta em muitos debates sobre o meio
ambiente, devido a sua escassez e¢ ao fato de sua qualidade estar diminuindo constantemente com o
desenvolvimento global. Esse impacto ambiental ¢ resultante especialmente dos processos humanos e naturais
que afetam diretamente as caracteristicas biologicas, quimicas e fisicas da dgua.

Dados publicados pela World Wildlife Fund (WWF) mostram que, dos 70% de agua disponivel no planeta,
menos de 1% ¢ propria para consumo humano (WWF, 2022) e grande parte esta sendo poluida, contaminada e
degradada por praticas humanas inadequadas. Segundo a Organiza¢do Mundial de Satde (2019) a evidéncia é
que mais de 2 bilhdes de pessoas no mundo consumam agua de fontes contaminadas por fezes e 2,4 bilhdes de
pessoas estejam sem saneamento basico. No Brasil a realidade ¢ um total de 2.734 6bitos por doengas de
veiculagdo hidrica, sendo 124 dessas mortes de criangas de 0 a 4 anos de idade, constituindo as bactérias
presentes na agua e em alimentos uma das principais causas de mortalidade e morbidade, além de serem as
principais responsaveis pelas doencas endémicas como diarreias infantis e enterites que podem ser letais [2].

Para assegurar o direito da populacdo de consumir dgua potavel, a Portaria GM/MS N° 888, de 4 de maio de
2021 estabelece os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da dgua para consumo humano e
seus padroes de potabilidade. Para alcancar esses padrdes de potabilidade existem tratamentos que podem ser
realizados, sendo um deles o tratamento convencional, e aplicados em estagdes de tratamento de agua (ETAs),
organizadas pelas operagdes unitarias de coagulacdo, floculagdo, decantagdo, filtracdo e desinfecgdo. Nesta
ultima, ocorre a eliminagdo de microrganismos patogénicos presentes na agua em tratamento, através da
adi¢do de um agente desinfetante, normalmente cloro e derivados.

A desinfeccdo da agua é um processo seletivo, ¢ ndo elimina todas as formas de microrganismos patogénicos
presentes, assim, € necessaria a inser¢do de um sistema de controle que possa referenciar a eficiéncia do
processo. Tal controle nas rotinas de estagdes de tratamento de agua ¢ feito por meio de testes de
auséncia/presenca de bactérias do grupo coliforme, ou especificamente da espécie Escherichia coli (E. coli),

ABES - Associac¢ao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 1



@gﬁﬁin\mﬁo DA ABES

T ABES

indicadora de contaminagdo fecal, e, mais frequentemente, através do monitoramento do cloro residual [4].
Entretanto, os subprodutos derivados da desinfec¢do com cloro tém sido um problema e novos métodos e mais
avancados de desinfeccdo da agua tém sido sugeridos como substituicdo/complementacdo do tratamento
convencional, dentre eles o plasma nao-térmico (PNT).

O PNT apresenta um processo de descontamina¢do da agua envolvendo a produgdo de diferentes tipos de
espécies reativas com alto potencial de oxidagdo e esterilizagdo. Possui a vantagem de operar a uma
temperatura mais baixa e requer menos tempo de tratamento, se comparado com os processos de esterilizagao
térmica [5], além de induzir a formacdo de uma ampla gama de agentes ativos (particulas carregadas, radicais
livres, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, luz ultravioleta, etc.) que efetivamente inativam diferentes
microrganismos [6;7].

A maioria dos estudos que tratam do uso do PNT no tratamento de agua sugerem que as tecnologias de plasma
se tornardo uma nova alternativa para controle de microrganismos de veiculagdo hidrica [7;8]. Esses estudos
fornecem informagdes extensas sobre os mecanismos e efetividade, no entanto, ainda ndo fica claro qual o
mecanismo de atuagdo do plasma no processo de inativagdo do microrganismo. As infimeras tentativas de
tratamento por PNT confirmam a inativagdo de células bacterianas pelo plasma, mas as formas como elas se
processam ainda ndo foram tdo bem exploradas. Sendo assim, o objetivo deste estudo € inativar a E. coli
através do tratamento de agua por PNT, identificando os pardmetros operacionais responsaveis pelo efetivo
tratamento da dgua, bem como avaliar a resisténcia da parede celular apds o tratamento com a intencdo de
esclarecer o processo de inativagao.

OBJETIVOS

O objetivo geral desta pesquisa ¢ avaliar os mecanismos de inativagdo de FE. coli através do tratamento por
plasma nao-térmico através dos objetivos especificos de: investigagdo da sobrevivéncia das colonias de E. coli
submetidas ao tratamento de plasma frio; avaliagdo dos pardmetros operacionais envolvidos na sobrevivéncia
das colonias; avaliagdo da resisténcia da parede celular apos o tratamento por plasma e; identificacdo dos
parametros responsaveis pelo efetivo tratamento biologico de agua por plasma.

MATERIAIS E METODOS

Cultivo de Microrganismos. O estudo foi realizado com E. coli cepa ATCC 25922, cultivada em placas com
adgar EMB (Eosina Azul de Metileno) a 37°C por 24h. A cultura ¢ lavada com solucdo salina e, a suspensio
resultante, ¢ usada para inocular o caldo BHI com tempo de incubacdo de 24h a 37°C. Antes do tratamento
com PNT, a suspensdo de células ¢ diluida com solugdo salina para um titulo final de 107-108 CFU/ mL.

Caracteristicas do Sistema de PNT. O reator PNT constitui-se de uma fonte corrente alternada de alta tensdo
(x17 kV) e corrente de entrada de 30mA, uma fonte de alta tensdo ligada a um transformador Variac, dois
eletrodos com espacamento entre eles de aproximadamente 0,8 cm e gés argdnio e oxigénio utilizado como
gas de arraste para as descargas de plasma.
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Figura 1: Descriciio do Sistema de Plasma nio-térmico. Elaborada pela autora (2021).
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Tratamento por PNT. O volume de 60ml de dgua destilada esterilizada com suspensao de células de E. coli é
adicionada ao reator de PNT para a realizagdo do tratamento. Durante o processo, os parametros do reator-
distancia intereletrodica, vazao de gas, voltagem, e tempo de descarga sdo otimizados e, um delineamento
experimental ¢ especificado, onde os fatores que exercem influéncia no tratamento de agua usando a
tecnologia de PNT sdo: a vazdo do gas (argonio/oxigénio), a tensdo e o tempo de permanéncia da amostra. Os
resultados sdo analisados através do programa Statistics 7.0, a fim de determinar a significancia dos efeitos
dos fatores, sendo possivel investigar a eficiéncia de inativacdo mediada pelas variaveis do sistema e do
processo. Ao final do processamento, as aliquotas sdo coletadas da cadmara de trabalho na intengdo de
investigar o efeito do tratamento de plasma na inativacdo de E. coli. A contagem de células vidveis de
CFU/mL ¢ efetivada e uma analise fisico-quimica ¢ feita através dos parametros de pH, temperatura, turbidez,
cor verdadeira, condutividade, OD, DBO e DQO.

Contagem de E. coli. Para a quantificacdo dos efeitos do tratamento com plasma, 0,1ml da amostra foram
semeadas na superficie do agar EMB. As placas foram incubadas a 37° C por 24 h, e as unidades formadoras
de colonias foram contadas. Quaisquer placas sem crescimentos foram incubadas por até 72 horas e
verificadas quanto a presenga de colonias a cada 24 horas. Os resultados sdo relatados em unidades log CFU
ml-1.

Avaliacio da resisténcia da parede celular. A avaliacdo da resisténcia da parede celular apds o tratamento
de PNT ¢ feita através da coleta de aliquotas da camara de trabalho e suspendidas em meio com pressao
osmotica isotdnica, hipotonica 1/10 e hipotdnica 1/100. Apods, as amostras sdo ensaiadas quanto a quantidade
de nucleotideos livres nos sobrenadantes (A260/A280) e a condutividade, como base no estudo de KOBZEV,
et al., (2013), para registrar o vazamento de componentes intracelulares apo6s a avaliacdo da resisténcia da
parede celular. A quantificagdo dos efeitos do dano do tratamento com PNT na parede celular da E. coli é
confirmada através da contagem de células vidveis (CFU.ml™") das aliquotas da cAmara de trabalho submetidas
em meio com diferentes pressdes osmoticas. Os resultados sdo relatados em unidades log CFU.ml".

Os dados experimentais, incluindo taxas de sobrevivéncia - sob gas (argdnio/oxigénio), niveis de poténcia de
geragdo de plasma, tempos de exposigdo- ¢ a resisténcia da parede celular sdo analisados estatisticamente
usando andlise de varidncia (ANOVA), um teste t independente e analise de regressao linear. Onde, valores de
p abaixo de 0,05 indicam diferenga estatisticamente significante.

RESULTADOS

Em experimentos preliminares, realizados entre abril e junho de 2022, com metodologia diferente da aqui
apresentada (fluxo de argdnio fixado em | I/min e sem a aferi¢do de oxigénio dissolvido e condutividade
elétrica), foram obtidos resultados que corroboram com as expectativas do presente estudo; a inativacao de E.
coli se mostrou diretamente proporcional a tensdo aplicada e ao tempo de exposi¢do ao plasma: 25% de
inativagdo com 20% do total da fonte (17 kV), aproximadamente 3,4 kV, em 5 min e 100% de inativagdo com
17 kV em 15 min; da mesma forma, o pH também variou proporcionalmente a tensdo aplicada e ao tempo de
exposicao: variagdo de -2,6 com 3,4 kV em 5 min e variagdo de -5,6 com 17 kV em 15 min. A metodologia
dos testes preliminares foi descontinuada por conta de problemas procedimentais relacionados ao manejo e ao
cultivo de E. coli. A compreensdo dos parametros operacionais do sistema de PNT e o esclarecimento do
processo de inativagdo de E. coli através da avaliacdo da resisténcia da parede celular ap6s o tratamento,
possibilitard o aumento da eficacia desta tecnologia para o controle bacteriano e a adog¢do desse novo método
no tratamento de d4gua como tratamento final.

Durante a descarga do PNT, os fatores reativos gerados podem incluir espécies reativas de oxigénio (ROS),
espécies reativas de nitrogénio (RNS), radiacdo ultravioleta (UV), ions energéticos e particulas carregadas. O
efeito microbicida dessas espécies reativas foi estudado por Laroussi & Leipold (2004), e provou-se que as
ROS desempenham o papel mais crucial na inativagdo de microrganismos [10]. As ROS, incluindo 0zénio,
oxigénio singleto, atomo de oxigénio e radicais hidroxila, t€ém fortes efeitos oxidativos nos componentes
celulares e podem resultar em peroxidagdo lipidica, danos ao DNA e as proteinas, que levam a morte celular
[10].

A eficacia de inativacdo do PNT ¢ governada por varidveis de sistema e processo, incluindo duracdo e modo
de exposicdo devido a dano celular associado e recuperagdo [11]. O tempo prolongado de tratamento foi
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associado a uma maior eficacia de inativagdo, induzindo maior estresse oxidativo, sobrecarregando os sistemas
de reparo [10;12].

Os mecanismos de inativagdo contra bactérias Gram-negativas (GNB) incluindo Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Vibrio parahaemolyticus, e bactérias Gram-positivas (GPB) envolvendo Listeria
monocytogenes ¢ Staphylococcus aureus de OLATUNDE et al. (2019) mostraram que as contagens de
sobrevivéncia foram reduzidas com o aumento do tempo de tratamento. Houve uma poragdo irreversivel na
parede celular de GNB. Enquanto isso, as GPB foram parcialmente encolhidas ap6s tempo de tratamento de 5
min. Os pesquisadores sugerem um dano irreversivel da parede celular, oxidag@o e liberacdo de compostos
intracelulares, incluindo lipidios, proteinas e DNA, como o modo de agdo proposto do PNT contra as GNB,
enquanto a oxidagdo e a liberacdo de componentes intracelulares desempenharam um papel importante em
GPB.

Semelhante a outras tecnologias de esterilizacdo, o efeito bactericida do PNT desempenha um papel
significativo nas propriedades microbianas, no entanto, ndo ha consenso geral sobre a propriedade de
resisténcia ao plasma de bactérias GPB e bactérias GNB. Na maioria dos relatos, as bactérias GNB mostraram
mais sensibilidade ao plasma do que as bactérias GPB [13;14;15;16;17]

Han et al., (2016) e Lu ef al., (2013) mostraram que o modo de inativacdo bacteriana pelo plasma gerado com
o ar atmosférico variava com o tipo de bactéria. Larousse, Mendis & Rosenberg (2003) supdem que essa
diferenca de sensibilidade ao PNT se deve ao fato de que GNB possuem membranas externas de
lipopolissacarideo e fina camada de peptidoglicano (em torno de 2 nm), enquanto as células GPB possuem
camadas de peptidoglicano estaveis e mais espessas (em torno de 40nm).

Desta forma, a eficacia do efeito antibacteriano do PNT pode ser devido a reag@o dos radicais livres com a
membrana externa das bactérias ou mesmo a penetracao nas células bacterianas [19]. O PNT tem o potencial
de remover E. coli na agua, no entanto, mais trabalhos devem ser conduzidos para esclarecer o processo de
inativagao.

Para tanto, até a data da publicagdo deste trabalho ndo foi possivel trazer os resultados tabelados pois estamos
na reta final de analise estatistico e fechamento da dissertagao do mestrado. Até o dia do evento, os resultados
completos serdo apresentados e discutidos com maior riqueza de detalhes. Contudo, espera-se investigar a
eficacia do tratamento do PNT na sobrevivéncia e/ou inativacdo da E. coli, dispondo dos pardmetros pré
definidos dos niveis de tensdo e tempo de trabalho, em conjunto com a composi¢ao e vazao do gas de trabalho
(argbnio e oxigénio). A resisténcia da parede celular apdés o tratamento por PNT, avaliada através da
quantificacdo dos efeitos em meio as pressdes osmoticas diferentes, tem a intengdo de reforgar a hipotese de
que o tratamento de células de E. coli com PNT reduz a resisténcia da parede celular, e que os processos de
regeneragdo da membrana celular sdo comprometidos.

Através dos dados experimentais anteriores, incluindo taxas de sobrevivéncia e a resisténcia da parede celular,
pretende-se identificar os parametros responsaveis e envolvidos no mecanismo de agdo da inativagdo de E.
coli e tratamento biologico de adgua por plasma para que se possa estabelecer um protocolo de tratamento
final.

CONCLUSOES

Assim, neste estudo, sera possivel reforcar que o tratamento de células de E. coli com PNT ¢ governada por
varidveis de sistema e processos, incluindo a entrada de energia, modo de exposigdo, duragdo da exposigdo,
composi¢do do gas, bem como caracteristicas do alvo como tipo de célula. Através de uma avaliacdo PNT na
inativagdo da E. coli e, para além, das pesquisas sobre o uso de meios com diferentes niveis de forga ionica,
sera possivel investigar se o tratamento de microrganismos com PNT também reduzira significativamente a
resisténcia de suas paredes celulares. Uma compreensdo clara desse fendmeno possibilitara aumentar a
eficiéncia da esterilizagdo do PNT e, assim, acelerar a adogdo generalizada desse novo método.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001 e da Universidade Federal de Ouro Preto — UFOP.
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