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RESUMO

Nos ultimos anos, a poluigdo e contaminag¢do ambiental vém sendo reportada como um dos grandes
problemas da sociedade moderna. Dentre os contaminantes biologicos destacam-se os
microrganismos, devido ao fato de estarem distribuidos praticamente em todos os ambientes, tornando
necessaria a sua desinfec¢do, pois alguns grupos sdo patogénicos. Este tem sido um desafio,
principalmente nos ambientes aquaticos, devido a ineficiéncia dos métodos de tratamento
convencionais. Dentre a diversidade de microrganismos, encontram-se os fungos, onde a levedura
Saccharomyces cerevisiae estd inserida, e a qual pode servir como modelo de estudo, devido a
resisténcia de sua parede celular. Na busca de alternativas de inativacdo, cresce o interesse pela
utiliza¢do dos Processos Eletroquimicos de Oxidacdo Avancada (PEOASs), por degradarem compostos
organicos utilizando o elétron como reagente; e pela versatilidade, alta eficiéncia energética e uso de
processo operacional simples. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a eficiéncia de anodos
dimensionalmente estaveis (ADEs) no processo eletrolitico de inativacdo da levedura S. cerevisiae.
Utilizou-se a levedura de panificagdo, S. cerevisiae comercial, a qual foi cultivada em meio liquido
Sabouraud 4%. Para os estudos eletroquimicos foram avaliados os anodos Ti/RuO,-TiO; e Ti/RuO,
IrO,TiO, (ambos de 18,5 cm?®) usando placas de titdnio (37 cm?) como catodo, imersos em 100 mL da
solugdo contendo a levedura e 0,05 mol L' de Na,SO,. Foi verificado, ainda, o efeito da adi¢ao de
0,05 mol L de ions cloreto no meio eletrolitico. As eletrélises foram realizadas sob condi¢des
galvanostaticas, usando densidades de corrente aplicadas de 20, 40 e 60 mA cm™ durante 360 minutos;
foram monitorados o potencial da célula, temperatura, pH, condutividade, OD e turbidez; e o processo
de inativacdo das leveduras foi acompanhado pela contagem direta de células viaveis no microscopio
optico. Os resultados mostraram a inativacdo de 100% dos microrganismos em 120 minutos de
eletrolise quando o eletrodo de Ti/RuO,TiO, foi utilizado nas densidades de 20, 40 e 60 mA cm'z, e
em 180 minutos quando o eletrodo de Ti/RuO,IrO,TiO, foi usado a 60 mA c¢m™, indicando maior
eficiéncia do eletrodo Ti/RuO,TiO,. Quando ions cloreto foi adicionado ao meio eletrolitico, foi
observado um aumento de eficiéncia no processo de inativagdo, o que resultou em 100% de inativagdo
das leveduras, quando a densidade de corrente aplicada foi de 20 mA cm™, durante 120 minutos, para
ambos os eletrodos. Em termos de consumo energético, na presenga de ions cloreto foram obtidos os
valores de 30,24 kWh m™ e 30,99 kWh m™ quando uma densidade de corrente de 20 mA cm? foi
aplicada aos eletrodos Ti/RuO,TiO, e Ti/RuO,IrO,TiO,, respectivamente; enquanto que na auséncia de
ions cloreto (eletrolito de 05 mol L' Na,S0,), o menor valor foi de 34,80 kWh m , aplicando-se 20
mA cm™ ao 4nodo de Ti/RuO,TiO,. A inativagio ocorreu a partir do processo de eletroporagio da
membrana e parede celular, que ocasionou uma permeabilizagcdo nas leveduras, levando a perda de
material celular e consequente inativagado e lise celular. Os estudos mostraram que o uso dos ADEs foi
eficiente na inativagdo das leveduras, e pode ser uma alternativa de uso para a desinfeccdo de

agua e efluentes.

Palavras-chave: Inativagdo de microrganismos. Saccharomyces cerevisiae. Eletroxidagdo de
microrganismos.



ABSTRACT

In recent years, environmental pollution and contamination have been reported as one of the major
problems of modern society. Among the biological contaminants stand out microorganisms, due to the
fact that they are distributed in almost all environments, making it necessary to be disinfected, as some
groups are pathogenic. This has been a challenge, especially in aquatic environments, due to the
inefficiency of conventional treatment methods. Among the diversity of microorganisms are fungi, in
which the yeast Saccharomyces cerevisiae is inserted, and which can serve as a model because of its
cell wall strength. In the search for alternative inactivation, growing interest in the use of
Electrochemical Processes of Advanced Oxidation, by degrading organic compounds using the
electron as a reagent; and the versatility, high efficiency of energy and use of simple operational
process. The objective of the study was to evaluate the efficiency of the dimensionally stable anodes
(DSA) in the electrolytic process of inactivation of S. cerevisiae. We used the baker's yeast,
Saccharomyces cerevisiae commercial, which was cultured in Sabouraud liquid medium 4%. For the
electrochemical studies were evaluated anodes Ti/RuO,TiO, and Ti/RuO,IrO,TiO, (both 18.5 cm?)
using titanium plates (37 cm?) as the cathode, immersed in 100 mL of the solution containing the yeast
and 0.05 mol L™ Na,SO,. It was also verified the effect of the addition of 0.05 mol L™ of chloride ions
in the electrolytic medium. The electrolyses were carried out under galvanostatic conditions using
current densities applied at 20, 40 and 60 mA cm™ for 360 minutes; were monitored potential of the
cell, temperature, pH, conductivity, turbidity and OD; and the process of inactivation of yeast was
monitored by direct counting of viable cells in the light microscope. The results showed 100%
inactivation of microorganisms in 120 minutes of electrolysis, when the electrode of Ti/RuO,TiO, was
used at densities of 20, 40 and 60 mA cm™ and 180 minutes when the electrode of Ti/RuQO,IrO,TiO,
was used at 60 mA cm'z, indicating higher efficiency of anode of Ti/RuO,TiO,. When chloride ions
was added to the electrolyte medium, we observed an increase in the efficiency of inactivation
process, which resulted in 100% inactivation of yeasts, when the applied current density was 20 mA
cm™ for 120 minutes, to both electrodes. In terms of energy consumption, in the presence of chloride
ions were obtained the values of 30.24 kWh m™ and 30.99 kWh m™ when a current density of 20 mA
cm™ was applied to the electrodes Ti/RuO,TiO, and Ti/RuO,IrO,TiO,, respectively; while in the
absence of chloride ions (electrolyte 0.05 mol L™ Na,SO,), the lowest value was 34.80 kWh m>,
applying 20 mA cm to the anode of Ti/RuO,TiO,. The inactivation occurred from the electroporation
process of the membrane and cell wall, which led to a permeabilization in yeast, leading to loss of
cellular material and consequent inactivation and cell lysis. Studies have shown that the use of DSA
was efficient in the inactivation of the yeast, and can be an alternative use for inactivation of
microorganisms present in waters and effluents.

Keywords: Inactivation of microorganisms. Saccharomyces cerevisiae. Electrooxidation of
microorganisms.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, os problemas ambientais vém sendo reportados como um dos
grandes problemas da sociedade moderna. Este panorama ¢ decorrente de uma série de
fatores, dentre os mais importantes estdo o aumento desenfreado da populagdo; o reduzido
investimento em saneamento bdsico, que ndo acompanha o crescimento populacional,
acarretando o aumento da contaminagdo dos ambientes naturais; € o sistema econdmico, que
preconiza uma grande demanda por bens de consumo, resultando em um grande aumento na
exploracdo dos recursos naturais.

A poluicdo dos ambientes naturais ¢ proveniente, principalmente, de atividades
antropogénicas que geram residuos solidos, liquidos e gasosos. Por esta razdo, as leis
ambientais estdo com exigéncias cada vez mais restritivas, ¢ ha um maior interesse no
desenvolvimento de novos processos de tratamento de efluentes, que sejam mais eficientes e
que reduzam o uso de compostos quimicos perigosos. Entre os contaminantes biologicos
encontram-se 0s microrganismos, distribuidos praticamente em todos os ambientes, onde quer
que as condi¢des fisicas e quimicas o permitam (BLACK, 2002). Alguns grupos de
microrganismos podem ser patogénicos, sendo necessdria a utilizacdo de métodos de
desinfec¢do do meio onde se encontram, o que tem sido um grande desafio, devido a nao
eficiéncia dos métodos convencionais, além de que, o uso excessivo de reagentes quimicos
impacta negativamente o ambiente, contaminando os recursos naturais, principalmente a dgua,
destino final da maioria dos poluentes.

Diante da diversidade de microrganismos, destaca-se a levedura Saccharomyces
cerevisiae, que ¢ considerado um microrganismo atrativo de se trabalhar por ser nao
patogénico, mostrando-se satisfatorio quanto a biosseguranga em sua manipulacdo, devido a
sua longa histéria de aplicacdo na producdo de produtos consumiveis (OSTERGAARD,
OLSSON e NIELSEN, 2000).

Além disso, esta levedura pode ser utilizada como modelo de estudo em métodos de
inativacdo e lise celular, pois ¢ uma célula eucarionte € possui na sua estrutura a parede
celular, que promove uma maior resisténcia aos diversos tipos de tratamentos. Quando as
células de um microrganismo sdo inativadas, elas deixam de realizar a atividade metabdlica,
inibindo sua patogenicidade, mas permanecendo com suas estruturas preservadas. No caso de
lise celular, essas estruturas sao destruidas (LUBICKI e JAYARAM, 1997; MOREIRA, DEL
PINO, VENDRUSCOLO, 2003).
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Diversos métodos de degradagdo de contaminantes, quimicos e biologicos, t€ém sido
reportados na literatura. Dentre estes, destacam-se os chamados Processos Oxidativos
Avangada (POAs), que t€ém se mostrado uma tecnologia eficiente, uma vez que os compostos
podem ser totalmente mineralizados, resultando em didxido de carbono, dgua e compostos
inorganicos; ou degradados, de forma a diminuir a sua reatividade e tornando-os inofensivos
do ponto de vista ambiental (FERNANDEZ ALBA et al., 2002; RODRIGUEZ et al., 2002;
ALEBOYEH, OLYA e ALEBOYEH, 2008). Os POAs se baseiam na gera¢do de radicais
hidroxila (OH), que sdo poderosos agentes oxidantes (E° = 2,8 V vs. EPH).

As metodologias envolvem reacdes em fase homogénea, que ocorrem em apenas uma
fase, como aquelas que usam o processo Fenton, ozonio e radiagcio UV, e em fase
heterogénea, que usam semicondutores como catalisadores so6lidos (NOGUEIRA et al., 2007).
Dentre os POAs heterogéneos encontram-se os Processos Eletroquimicos de Oxidagao
Avangada (PEOAs), que sdo capazes de promover rapidamente a degradagdo de varios
compostos poluentes. Estes processos ainda apresentam como vantagens o uso do elétron
como principal reagente (“reagente limpo”™), a versatilidade, a alta eficiéncia energética e o
processo operacional simples (MARTINEZ-HUITLE e BRILLAS, 2009).

Dentre os materiais eletrédicos atualmente utilizados na oxidagdo de compostos
organicos, devido a eficiéncia, simplicidade de execu¢do e menor tempo demandado no
processo, destacam-se os anodos dimensionalmente estaveis (ADEs), que consistem em um
suporte de metal, geralmente titanio, revestido com 6xidos de metais nobres, tais como RuO,
e IrO,. As suas principais caracteristicas sdo: extensa area superficial, sobrepotencial anodico
reduzido, estabilidade dimensional, maior durabilidade e menor consumo de energia
(ZANTA, 2000).

Tais propriedades, associadas a potencialidade dos PEOAs, favorecem a utilizagdo dos
ADEs como alternativa para a desinfeccdo de 4aguas e efluentes contaminados por

microrganismos patogénicos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Impactos ambientais

Atualmente, as atividades antropicas vém ocasionando alteragdes significativas no
meio ambiente e comprometendo a qualidade da 4gua. A dgua ¢ um recurso natural essencial
a vida, e sua qualidade ¢ de fundamental importancia para a manuten¢do da saude humana.
Sendo assim, a agua destinada ao consumo humano deve atender aos padrdes de qualidade
que sdo recomendados pelo Ministério da Satde - MS por meio da Portaria n® 2.914 de 2011,
que define valores maximos permissiveis para as caracteristicas organolépticas, fisico-
quimicas e bacteriologicas (BRASIL, 2006; BRASIL, 2011).

Seguindo um enfoque microbioldgico, a dgua para consumo humano tem que estar
isenta de microrganismos patogénicos, compreendendo as bactérias, virus, protozoarios e
helmintos, que veiculados pela agua podem, através da sua ingestdo, parasitar o organismo
humano ou animal. Porém, na Portaria 2.914/2011 do MS a exigéncia se faz apenas em
relagdo as bactérias do grupo coliformes totais e fecais, especificamente Escherichia coli.

A 4gua contaminada ¢ um dos principais veiculos de doengcas (MATOS, 2001) e
segundo a pesquisa do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010), somente
78,6% da populagdo brasileira tem acesso a dgua de boa qualidade. Ainda com relacdo aos
resultados da pesquisa, a falta de acesso a dgua tratada, junto com os demais componentes do
saneamento basico, como a falta de esgotamento sanitario adequado, a disposicao de residuos
solidos e o manejo inadequado de dguas pluviais, podem comprometer a saude, o bem-estar e
a qualidade de vida da sociedade, contribuindo também com a degradagdo ambiental.
Portanto, a manuten¢do da d4gua com quantidade e qualidade ¢ essencial a satide humana.

No Brasil, a desinfec¢@o da dgua ¢ realizada pela cloragdo, por ser um método simples
e de baixo custo. Porém, requer alguns cuidados na dosagem estabelecida (2,0 mg L) para a
desinfeccio (SANTOS e GOUVEIA, 2011), uma vez que quando usados sem controle
promove a formacdo de subprodutos indesejaveis, como trialometanos, acidos haloacéticos,

halocetonas, haloacetonitrilas etc., alguns dos quais sdo cancerigenos e mutagénicos.
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2.2 Caracteristicas gerais das leveduras

As leveduras sdo unicelulares (apenas uma célula), eucaridticas (células mais
complexas), heterotroficas (ndo produz seu proprio alimento), pertencem ao reino fungi, sao
amplamente distribuidas na natureza, se reproduzem geralmente de forma assexuada por

brotamento e, em poucos casos, por fissao binaria (WOESE et al., 1990).

2.2.1 Saccharomyces cerevisiae

E uma levedura unicelular, pertencente ao filo Ascomicota, classe Saccharomycetes,
ordem Saccharomycetales e familia Saccharomycetaceae, Reino Fungi (GERSHON e
GERSHON, 2000). A classificagdo taxondmica da espécie S. cerevisiae foi proposta em 1883

por E. C. Hansen e encontra-se descrita na Tabela 1 (KURTZMAN, 1997).

Tabela 1. Classificagdo Taxonomica de S. cerevisiae

Super Reino Eukaryota
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Classe Saccharomycetes
Ordem Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Saccharomyces
Espécie S. cerevisiae Hansen 1883

Fonte: Kurtzman, (1997)

Esta classificacdo baseia-se num conjunto de caracteristicas definidas por varios
autores (KREGER-VAN RIG, 1984; BARNETT, PAYNE e YARROW, 1990; RATLEDGE
e HULL, 1991), tais como: morfologia, capacidade de fermentar diferentes substratos,
capacidade de utilizar diferentes substratos, temperatura de crescimento, entre outros.

Morfologicamente, suas células podem ser esféricas, cilindricas ou elipsoidais,
ocorrendo isoladas, em pares ou em cadeias (PELCZAR, MICHAEL e CHAN, 1997). Por ser
um eucarioto unicelular, de rapido crescimento celular e de facil manipulagdo genética, ¢é
bastante utilizada como organismo modelo em diversos estudos fisioldgicos e bioquimicos
(NASHEUER et al., 2002; BIDDICK e YOUNG, 2009; KARATHIA et al., 2011).

As S. cerevisiae sdo anaerdbios facultativos, sendo a fermentagdo a via preferencial

durante o crescimento em glicose (SHERMAN, 2002). Essas células convertem a glicose em
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alguns subprodutos como o etanol e o CO,, por meio do metabolismo fermentativo. Pode
sobreviver tanto de forma aerdbica quanto anaerdbica, e a escolha entre estes metabolismos
depende da disponibilidade de oxigénio e da concentragdo de hidratos de carbono no meio de
cultivo (PASTERIS e STRASSER DE SAAD, 1998).

A S. cerevisiae foi o primeiro organismo eucarioto a ter o seu genoma totalmente
sequenciado, possuindo cerca de seis mil genes distribuidos por dezesseis cromossomos, € 0s
doze milhdes de pares de bases do seu genoma estdo sequenciados (GOFFEAU et al., 1996),
facilitando os estudos de clonagem e expressdo génica, permitindo uma melhor compreensao
de fungdes celulares diversas devido a rapidez na identificagdo e caracterizacdo dos genes
(HUGHES et al., 2004; JONES et al., 2008).

Algumas propriedades que tornam as leveduras bastante adequadas para estudos
bioldgicos incluem o rapido crescimento celular e a seguranga na manipulacio (GRAS —
Generally Recognized as Safe), determinadas pela Food and Drug Administration (FDA),
sendo esse um importante critério técnico para aplicagdes alimenticias e farmacéuticas (VAN

DER BERG et al., 1990).

2.2.2 Propriedades da parede celular

A Parede Celular das Leveduras (PCL) ¢ porosa, onde estes poros apresentam pequena
dimensdo, funcionando como um filtro por onde passam apenas substancias de baixo peso
molecular. Por isso, moléculas de alto peso molecular, como proteinas, dextrana e outros
polissacarideos, entre outros nutrientes, ndo sdo absorvidos pelas leveduras (CHAUD e
SGARBIERI, 2006).

A camada externa da PCL é quem confere o formato da célula e fornece suporte
osmotico, conferindo a sua elasticidade e prote¢do fisica (resisténcia) (ARNOLD, 1981;
MAGNELLI, CIPOLLO e ROBBINS, 2005). Assim, a PCL pode ser considerada como uma
organela multifuncional de prote¢do, forma, intera¢do celular, recepcdo, adesao e atividade de
enzimas especificas (FLEET, 1991).

Quanto a composicio, a PCL compreende cerca de 20 - 30% do peso seco da célula
(SMITH et al., 1999), sendo que 60 a 90% do peso seco da parede celular de S. cerevisiae ¢
constituida de glucanas e mananas, ¢ uma pequena quantidade de lipidios e proteinas
(CHAUD e SGARBIERI, 2006). Geralmente a glucana, um polimero de B-(1,3) e B8-(1,6)
glicose (48 - 60%); as mananaproteinas (20 - 23%) e a quitina, um polimero de B-(1,4) N-
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acetilglicosamina (0,6 - 2,7%), estdo presente nas cicatrizes da divisao celular (KLIS, 2006).
A quitina ¢ um dos responsaveis pela rigidez da parede celular e define a sua forma (GOMES,

2009), como ilustrado na Figura 1.

Figura 1. Figura esquematica apresentando a composi¢do e estrutura da parede celular da
levedura Saccharomyces cerevisiae
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Fonte: Adaptado de Osumi (1998)

O conteudo do lipidio da S. cerevisiae representa de 2 - 14% da PCL, os fosfolipidios
e esterdis sdo ausentes e os glicerdis estdo presentes com predominancia dos insaturados,
como palmitico e oléico. As proteinas representam aproximadamente 13% da PCL e
representam um complexo de moléculas, podendo estar ligadas covalentemente a manana ou
polimeros da parede. Na composi¢do de aminoéacidos da parede ha predominancia de acido
glutdmico e aspartico, serina, treonina, glicina, alanina, valina e prolina, com notavel

deficiéncia de aminoécidos sulfurosos (FLEET, 1991).

2.3 Metabolismo celular

A via glicolitica do processo metabolico das leveduras varia para diferentes espécies,
podendo ocorrer por via aerdbica (respiragdo) ou anaerdbica (fermentacdo). O processo mais
caracteristico ¢ a fermentacdo alcoolica, que conduz a formacgdo de etanol e didxido de
carbono, catalisado por enzimas.

Esse processo ¢ realizado principalmente por leveduras, em nivel citoplasmético, com
o objetivo de produzir energia, a qual serd empregada na realizacdo de suas atividades

fisioldgicas, e ainda para o seu crescimento e reproduc¢do, sendo o etanol, tdo somente, um
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subproduto desse processo (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001). No metabolismo aerobico, a

oxidac¢ao direta da glicose ocorre na presenca de oxigénio, fornecendo CO; e agua.

2.4 Crescimento e multiplicagdo celular

As leveduras exigem uma fonte de carbono elaborada (glicose ou outro actcar), que
fornece a energia quimica, ¢ o esqueleto carbonico de suas estruturas celulares sdo
constituidas predominantemente de carbono, oxigénio e hidrogénio. O meio de cultivo deve
fornecer nitrogénio, fésforo, enxofre, potassio, magnésio, calcio, zinco, manganés, cobre,
ferro, cobalto, iodo e outros elementos em quantidades diminutas (LIMA, BASSO e
AMORIM, 2001).

Além de uma composicdo capaz de suprir as exigéncias do microrganismo, para seu
melhor desempenho, deve estar devidamente condicionado em termos de pH, temperatura e
esterilidade (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).

Quanto ao ambiente, as leveduras se desenvolvem numa ampla faixa de temperatura,
sendo que o intervalo 6timo de crescimento situa-se entre 26 e 35 °C, com média de 30 °C.
Em relacdo a variacdo de pH, os limites estdo entre 4,5 e 5,5. Esses microrganismos também
apresentam elevada resisténcia osmotica, devido a parede celular (LIMA, AQUARONE e
BORZANI, 1975).

A reprodugcdo da levedura ¢é assexuada, ocorrendo por meio de um processo

denominado de gemulagdo ou brotamento (SHIMODA, 2004), Figura 2.

Figura 2. Processo de divisao por brotamento da levedura S. cerevisiae

Fonte: https://www.sciencenews.org/article/first-chromosome-made-synthetically-yeast (2015)

Em relagdo ao crescimento celular, a Figura 3 representa o perfil caracteristico do
crescimento de um microrganismo unicelular, na qual corresponde a uma fase “Lag” de

laténcia, ou seja, de adaptagdo fisiologica das células ao meio de cultura. Nesta fase, as
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células ndo estdo se dividindo. A fase “Log” ¢ conhecida como fase logaritima ou exponencial
de crescimento, porque o numero de células aumenta exponencialmente com o tempo. A fase
“Estaciondria” ¢ onde o nimero de células vidveis se mantém constante, isto €, sdo iguais 0s
nameros correspondentes as células que nascem e as que morrem. A fase “Declinio” ¢ a fase
da morte celular, pois as condi¢des do meio vao se tornando cada vez mais improprias para as
células sobreviverem (PELCZAR, REID ¢ CHAN, 1980; MADIGAN, 2004; TORTORA,
FUNKE e CASE, 2005).

Figura 3. Curva normal de crescimento bacteriano
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Fonte: Tortora, Funke e Case (2005); Nascimento (2010)

2.5 Processos Oxidativos Avancados

Nas ultimas décadas, em todo o mundo, as exigéncias em relacdo as leis ambientais
ttm se tornado cada vez mais restritivas, principalmente devido ao aumento da
conscientizacdo em relacdo a saude humana e aos riscos ecoldgicos associados a polui¢ao
ambiental. Por esse motivo, varias pesquisas tém sido realizadas visando ao desenvolvimento
e ao aprimoramento de tecnologias de tratamento e redu¢do de poluentes em geral, sempre
com base no requisito custo e beneficio. Desta forma, ¢ observada uma grande necessidade de
desenvolver procedimentos que apresentem maior eficiéncia no tratamento de aguas e
efluentes.

Dentre essas tecnologias, estdo em destaque a utilizagdo dos POAs, os quais se
baseiam na utilizagdo de espécies altamente oxidantes, em especial o radical ‘OH, para
promover uma degradag¢do mais efetiva do poluente. Este radical pode promover a degradacao
de varios poluentes em poucos minutos (BRITO e SILVA, 2012; BRILLAS ¢ MARTINEZ-
HUITLE, 2015).
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Os POAs possibilitam que o composto ndo apenas seja transferido de fase, mas seja
destruido e transformado em dioxido de carbono, 4gua e ions inorganicos, através de reagdes
de degradagdo que envolvem espécies intermedidrias oxidantes (PANIZZA e CERISOLA,
2009; REZENDE et al., 2010; GARCIA-SEGURA et al., 2012).

Estes processos apresentam uma série de vantagens (TEIXEIRA E JARDIM, 2004;
FIOREZE, SANTOS e SCHMACHTENBERG, 2014), entre elas:

» Mineralizag¢do dos poluentes e ndo somente mudanca de fase;

» Utilizacdo na destrui¢do de compostos refratarios resistentes a outros tratamentos;

» Conversdao de compostos recalcitrantes e contaminantes refratdrios em produtos
degradaveis e biodegradaveis;

» Possibilidade de uso junto com outros processos, como pré ou pds-tratamento;

» Forte poder oxidante, com elevada cinética de reacao;

» Ideais para diminuir a concentracdo de compostos formados por pré-tratamento
alternativo, como a desinfec¢ao;

» Em alguns casos ndo ha necessidade de um pos-tratamento ou disposi¢ao final;

» Aplicabilidade em efluentes altamente téxicos que podem causar indesejaveis
dificuldades na operagdo de sistemas bioldgicos, levando a operagdo em altos tempos
de residéncia ou podendo ocasionar até a morte de microrganismos;

» Melhoria, em geral, das qualidades organolépticas da dgua tratada;

» Possibilidade de tratamento in situ.

No entanto, de acordo com Morais (2005), como qualquer outra forma de tratamento,

existem limitagdes na sua aplicagdo, dentre as quais se destacam:

» Nem todos os processos estdo disponiveis em escalas apropriadas;

» Os custos podem ser elevados, principalmente devido ao consumo de energia;

» Apresentam restri¢cdes de aplicacdo em elevadas concentragdes de poluentes;

Os POAs podem ser divididos em sistemas homogéneos e heterogéneos. Os homogéneos

ocorrem em apenas uma fase, usando H,O,, O3, Fe’" e/ou luz ultravioleta; e nos heterogéneos
as reagdes ocorrem em fases distintas, na presenca de catalisadores sdlidos, como os 6xidos

de metais fotoativos e os semicondutores (Tabela 2).
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Tabela 2. Sistemas tipicos de processos oxidativos avan¢ados

PROCESSO HOMOGENEOS HETEROGENEOS
05/UV
H,0,/UV
Feixe de elétrons Fotocatalise heterogénea
COM IRRADIACAO Ultra- som (US) (Ti0/0,/UV,
H,0,/US Ti02/H,0,/UV)
UV/US Fotoeletroquimica
05/H,0, Elétron-Fenton
SEM IRRADIACAO Os/ OH Oxidagao eletroquimica
H,0,/ Fe*" (Fenton)

Fonte: Adaptado Rezende et al. (2010)

Entre os sistemas heterogéneos encontram-se os PEOAs, os quais utilizam
semicondutores como catalisadores e, diferentemente dos sistemas homogéneos, tém como
principal vantagem evitar a adi¢do de produtos quimicos.

Nos PEOAs os radicais ‘OH s3o produzidos eletroquimicamente em uma reagdo
anddica, a partir da hidrdlise da dgua. O seu potencial redox ¢ bastante elevado (E°= 2,8 V vs.
EPH), sendo inferior apenas ao do fltior (Tabela 3), e sdo capazes de reagir com praticamente
todas as classes de compostos organicos, podendo levar a sua completa mineralizagao
(conversdo a CO, e H,0) em um tempo reacional relativamente curto (MARTINEZ-HUITLE
e FERRO, 2006).

Tabela 3. Potencial padrao de diferentes oxidantes

AGENTE OXIDANTE POTENCIAL REDOX (V)
Fluor (F) 3,03
Radical hidroxila (HO") 2,8
Oxigénio atdbmico 2,42
Ozo6nio (O3) 2,07
Peréxido de hidrogénio (H,0O») 1,78
Radical peridroxila (HO,") 1,7

Fonte: Adaptado de Hunsberger (1977); Pera-Titus et a/ . (2004)

Os processos eletroquimicos fundamentam-se na aplicacdo de um potencial capaz de
oxidar ou reduzir a molécula de interesse. Eles tém sido muito utilizados no tratamento de
efluentes, pois apresentam facilidade de operacdo e automacdo; utilizam o elétron e fortes
oxidantes para degradar os poluentes; usam o catalisador na forma de revestimento de

eletrodos metalicos e possibilitam a formac¢do de espécies reativas na superficie do eletrodo,
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fornecendo uma alternativa promissora aos métodos tradicionais (PANIZZA e CERISOLA,
2009). Além disso, apresentam compatibilidade ambiental.

Os mecanismos de oxidagdo eletroquimica podem ser subdivididos em duas
categorias: oxida¢do direta no anodo e oxidacdo indireta por meio de oxidantes formados
anodicamente (PANIZZA ¢ CERISOLA, 2009; ALVES, 2010; SIRES ¢ BRILLAS, 2012).

No processo de oxidagdo anodica direta, os poluentes sdo primeiramente adsorvidos na
superficie do anodo e em seguida destruidos pela reacdo direta de transferéncia de elétrons
entre o eletrodo e a espécie eletroativa. Ja no processo de oxidagdo indireta, formas oxidantes
potentes (ozonio, peroxido de hidrogénio, radicais hidroxila e espécies de cloro ativo) sdo
eletroquimicamente geradas e os compostos poluentes sdo degradados em solugdo por
reagirem com estas espécies oxidantes (RAJKUMAR e PALANIVELU, 2004; MARTINEZ-
HUITLE e BRILLAS, 2009; SANTOS et al., 2009; ROCHA et al., 2012; SIRES ¢ BRILLAS,
2012). A Figura 4 mostra uma representacdo esquematica da oxidacao eletroquimica direta e

indireta.

Figura 4. Esquema de oxidagdo (A) direta e (B e C) indireta. A oxidacdo indireta pode ser
dividida em (B) reversivel e (C) irreversivel, com eletrogeracdo de espécies oxidantes. “P”
representa um poluente e “R” um reagente

©
Eletrodo Solucao Eletrodo Solucao Eletrodo y Solugdo
—¢
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Produtos (¢} R"+P— O

DIRETA INDIRETA
Fonte: Oliveira e Castro (2014)

A eletroxidacdo direta tem como principal problema a reducdo da atividade catalitica,
devido a possivel adsor¢do de intermedidrios e, consequentemente, a desativagdo do anodo.
Por outro lado, a oxidagdo eletroquimica de compostos organicos pode ser obtida sem
passivagdo do eletrodo efetuando a eletrolise em altos potenciais anddicos, na regido de
eletrolise da agua, devido a participacdo de intermedidrios de evolucdo de oxigénio. No

entanto, a eficiéncia de corrente ¢ diminuida pela reacdo secundaria de evolucao de oxigénio.
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Desta forma, a eficiéncia de remocdo tem sido estritamente relacionada com as condigdes
operacionais e, principalmente, com o material de eletrodo selecionado (MARTINEZ-
HUITLE e FERRO, 2006; PANIZZA e CERISOLA, 2009).

A pesquisa sobre novos materiais eletroquimicos tem sido dirigida a procura de
revestimentos relativamente finos e que apresentem alto poder catalitico e alta resisténcia
mecanica. Entre os véarios tipos de eletrodos, os anodos dimensionalmente estaveis (ADE,
patenteado pela Diamond Sham rock Technologies S.A. em Genebra - Suica com o nome de
Dimensionally Stable Anodes, DSA®) tém apresentado resultados promissores, pois ¢
constituido de um suporte metalico de baixo custo, frequentemente titdnio, sobre o qual ¢
depositado, por decomposicao térmica, misturas de 6xidos (TRASATTI, 2000), como RuO,,
SnO,, TiO,, Co304, IrO; e Ta,0s, sendo que os 6xidos industriais mais comuns sdo formados
por RuO; e TiO,, onde o ruténio ¢ o agente catalitico e o titanio fornece a estabilidade
mecanica.

O mecanismo de oxida¢do de compostos organicos em eletrodos de 6xidos tipo ADE,
segundo Comninellis e De Battisti (1996), ocorre da seguinte forma: numa primeira etapa a
H,O (meio acido) ou OH" (meio basico) ¢ oxidada(o) no sitio ativo do 6xido formando o
radical hidroxila adsorvido (Equagdo 1):

MOy + H,O — MO,(OH) + H" + ¢ (1)

Quando o 6xido possui estados de oxidacdo elevados, como o RuO; e o IrO,, a reagdo de

formacao do radical hidroxila ¢ seguida pela reacdo descrita na Equacgao 2:
MO,('OH) — MO,,; + H + ¢ (2)

Neste caso, a espécie MOy passa a intermediar a reacdo de desprendimento de
oxigénio (RDO) e a oxida¢ao dos compostos organicos (R), representadas pelas Equagdes 3 e
4, respectivamente:

MOy — 1/20;, + MOy 3)
MOy:1 + R — RO + MOy 4

Uma caracteristica favoravel apresentada pelo ADE ¢ sua extensa area superficial,
decorrente de sua preparagdo pela técnica de decomposicdo térmica numa faixa de
temperatura entre 350 °C a 500 °C, o que ocasiona na camada de 6xido inumeras fendas,
fissuras e micro rachaduras. Este fato acontece principalmente por conta das diferengas no
coeficiente térmico dos 6xidos constituintes e da propriedade de segregacdo apresentada por
alguns oxidos. Estes eletrodos apresentam as seguintes vantagens (ZANTA, 2000; SANTOS,
2006):

* Sobrepotencial anddico reduzido;
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* Estabilidade dimensional, permitindo desenho mais favoravel de célula industrial;

* Maior durabilidade;

* Facilidade de utilizacdo como tela expandida, resultando numa forma fisica a qual favoreca
a liberacao do gas produzido;

* Mais leve e maior versatilidade de fabricacdo conforme exigéncia do desenho da célula;

* Maior area eletroquimica ativa;

* Menor custo de operagao;

* Menor consumo de energia.

Devido as suas excelentes propriedades, os ADE tém sido utilizados comercialmente
héa décadas pela industria cloro-alcali, na industria de recuperagdo de metais, na eletrossintese
de compostos organicos e na degradacdo de residuos industriais (TRASATTI, 2000).
Recentemente, os ADEs de diferentes composi¢cdes também tém sido estudados para
aplicagdes na oxidacdo de compostos organicos, tais como inseticidas (MIWA et al., 2006),
corantes sintéticos (PANIZZA e CERISOLA, 2007; MORAIS et al., 2013) ¢ fendis
(COTEIRO e ANDRADE, 2007; SANTOS, AFONSO e DUTRA, 2011), e aqueles presentes
em efluentes téxteis reais (MALPASS et al., 2007); efluentes petroquimicos (SILVA et al.,
2013) e biologicos como as bactérias Mycobacterium smegmatis (BRUGNERA et al., 2012) e

as leveduras Saccharomyces cerevisiae (GUSMAO, 2006), dentre outros.

2.6 Desinfeccoes por processos eletroliticos

Atualmente, a aplicacdo da eletroquimica na redug¢@o da polui¢do ambiental tem sido
exaustivamente estudada (FIOREZE, SANTOS e SCHMACHTENBERG, 2014). A
viabilidade da degradacdo eletroquimica de substratos organicos tem atraido muita ateng¢ao
desde os estudos pioneiros de Dabrowski nos anos 70; Kirk, Stucki, Kotz, Chettiar e
Watkinson nos anos 80; Comninellis nos anos 90, até o presente (ARAUJO et al., 2014). Essa
tecnologia constitui uma classe especial de técnicas de oxidacdo apontadas como promissoras.

Em relacdo a desinfec¢do de microrganismos através de tratamentos eletroliticos, um
dos estudos pioneiros aconteceu no ano de 1965 (ROSEMBERG, CAMP e KRIGAS, 1965).
Os autores observaram que o uso de eletrodos de platina em suspensdes de Escherichia coli
causava a inibi¢cdo do processo de divisdo celular; constataram ainda que outros metais como
o ferro, cobalto, ruténio, rédio, palddio e iridio, quando adicionados ao meio de cultura,

também provocaram inibicao celular.
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Matsunaga et al. (1992) utilizaram um reator eletroquimico empregando eletrodos de
carbono, visando a obtencdo de agua potavel. Ap6s 10 minutos de tratamento, obtiveram uma
taxa de 98% de desinfeccdo de bactérias Escherichia coli K-12, que foi explicada devido a
oxidac¢ao direta da CoA.

Bratfich et al. (1999) aplicaram corrente continua em eletrodos de aco inoxidavel
imersos em suspensdes de Saccharomyces cerevisiae e Bacillus subtilis, obtendo uma
diminui¢do de B. subtilis em 99,9%; ja nas leveduras S. cerevisiae observaram uma floculagao
apos 60 minutos de eletrolise.

Nakajima et al. (2004) utilizaram o processo eletrolitico no tratamento de agua de
torneira contaminada com bactérias Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Legionella
pneumophila, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus. No trabalho foram utilizados
eletrodos de platina-iridio em modo batelada. Foi observado que com 5 min de tratamento
utilizando valores de corrente entre 20 e 50 mA cm™ foi possivel obter a esterilizagdo em
relacdo a P. aeruginosa, E. coli, L. pneumophila e S. aureus. Quanto a B. subtilis, esta
mostrou ser mais resistente, mesmo aplicando-se uma densidade de corrente de 50 mA cm™
durante 30 minutos.

Liang et al. (2005) aplicaram o processo eletrolitico em uma solucdo contendo
cianobactérias Microcystis aeruginosa, utilizando Ti/RuO, e densidades de corrente de 1 a 10
mA cm” durante 52 minutos, em voltagens entre 3,5 ¢ 9,2 V. Os autores concluiram que a lise
das algas foi devido ao stress oxidativo ou devido a geragio de espécies oxidantes como ‘OH
gerados pela eletrolise. Apds 3,5 min, a populacdo de M. aeruginosa baixou rapidamente
(queda brusca) e ap6s 52 min foi reduzida de 3 x 10° a 0,6 x 10° L', quando densidades de
corrente de 5 a 10 mA cm™ foram aplicados. A densidade celular e a densidade 6ptica de M.
aeruginosa diminuiu proporcionalmente a densidade de corrente e ao tempo de detengdo.

Gusmao (2006) utilizou o ADE TiO,/RuO, em um reator com vazdes de recirculacio
de 200 L h" ¢ 500 L h™', e correntes de 1,0 A, 2,0 A e 3,0 A durante 60 minutos de tratamento
para inativar os microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Saccharomices
cerevisiae. O processo foi eficiente na inativagdo de E. coli e S. aureus e ineficiente para as
leveduras S. cerevisiae. A inativacdo aumentou a medida que a vazdo diminuiu e que a
densidade de corrente aumentou, chegando a uma taxa de 0% de sobrevivéncia, com exce¢ao
da S. cerevisiae.

Gusmao et al. (2010) eletrolisaram uma suspensdo de Escherichia coli de alta
densidade (10° UFC mL™") usando TiO»-RuO, em um reator com taxas de fluxo de 200 ¢ 500
L h', com densidades de corrente aplicada de 25, 50 ¢ 75 mA cm™ por 60 minutos. A
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sobrevivéncia bacteriana caiu de 98,9%, com uma taxa de consumo de energia ndo mais de
5,60 kWh m™, quando uma taxa de fluxo de 200 L h'' e 75 mA cm™ foram utilizados.

Brugnera et al. (2012) utilizaram o processo fotoeletroquimico usando eletrodo
revestido com 16% (w/w) de nanoparticulas de Ag (Ti/TiO,-Ag) e radiagdo UV na inativacao
de bactérias Micobacterium smegmatis. O processo resultou em 100% de inativacdo das
bactérias M. megmatis em 3 minutos de tratamento.

Schaefer, Andaya e Urtiaga (2015) utilizaram anodos de Ti/IrO; na desinfec¢do de
Escherichia coli (ATCC 25922). Os resultados mostraram que a taxa de desinfecg¢do ¢
proporcional a densidade de corrente aplicada, ou seja, quanto maior a densidade de corrente
maior foi a taxa de desinfec¢@o, devido aos niveis elevados de produgao de cloro ativo.

Como indica a pesquisa bibliografica descrita acima, os processos eletroliticos tém
apresentado bons resultados na inativacdo de microrganismos, sendo que destes, a S.

cerevisiae tem sido um dos mais resistentes aos processos de degradacao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a eficiéncia dos anodos Ti/RuO,TiO, e Ti/RuO,IrO,TiO, no processo eletrolitico
de inativacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae, de forma a contribuir com o
desenvolvimento de metodologias para a eliminacdo de micro-organismos patogénicos

presentes em aguas ou efluentes, € com a prote¢ao do meio ambiente e da saude da populacao.

3.2 Especificos

1. Realizar andlises fisico-quimicas (pH, temperatura (T), oxigénio dissolvido (OD) e
condutividade elétrica (C)) das amostras antes e apos o tratamento eletroquimico;

2. Determinar as condi¢des otimas de eletrolise, para ambos os anodos avaliados, na
inativagdo da levedura;

3. Verificar a eficiéncia dos diferentes anodos na inativac¢ao das leveduras, por meio da
contagem direta por microscopia Optica.

4. Investigar a eficiéncia dos diferentes dnodos na remocao da matéria organica;

5. Analisar a eficiéncia do processo de inativacdo em termos de tempo e consumo

energético, para ambos os anodos.
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4.1 REAGENTES E SOLUCOES
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Todas as andlises foram executadas com reagentes e solugdes de grau padrao analitico

(Tabela 4), sem purificacdo prévia, e agua deionizada. O meio de cultivo foi preparado

utilizando-se levedura de panificacdo (fermento bioldgico), S. cerevisiae, adquirida no

comércio local.

Tabela 4. Lista de reagentes e solugdes com suas respectivas marcas

REAGENTES E SOLUCOES MARCA
D- Glicose Anidra (dextrose) CcHj2Og P.A.- A.C.S SYNTH
Peptona de carne bacterioldgica (peptone) SYNTH
Agar bacteriologico (Agar Agar) SYNTH
NaCl QUIMEX
Na,S04 VETEC
Azul de Metileno VETEC
Citrato de Sodio QUIMEX
Ferroin VETEC
AgNO; VETEC
Dicromato de Potéssio VETEC
Cromato de Potéssio VETEC
Sulfato Ferroso Amoniacal VETEC
Acido Sulfurico VETEC

Fonte: Dados da pesquisa (2015)
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4.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

4.2.1 Andlises fisico-quimicas

Para as andlises de pH, C, OD e T foi utilizado um Medidor Multiparamétrico modelo
5 Star, da marca Orion; e as medidas de turbidez foram acompanhadas através de um

turbidimetro digital portatil modelo TB - 1000P, da marca TECNOPON.

4.2.2 Determinag¢do microbiologica

Para esterilizacdo das vidrarias e do meio de cultivo foi utilizado um autoclave vertical
de marca PHOENIX; a inoculagdo das leveduras foi feita em uma bancada de fluxo laminar
vertical (PCR T2(ECO)) de marca PACHANE; para incubagdo foi utilizada uma incubadora
Demanda Biologica de Oxigénio - BOD, 411D de marca NOVA ETICA; e para a contagem
direta das células de leveduras foi utilizada uma Camara de Neubauer modelo 9030-06 de

marca NEW OPTIK e um microscopio 6ptico modelo N-180M de marca OLEMAN.

4.2.3 Eletrolises

As eletrolises foram realizadas em uma cela eletroquimica de compartimento inico de
100 mL; anodos de Ti/RuO,TiO, e Ti/RuO,IrO,TiO, (Figura 5), ambos de 18,5 cm® de area
geométrica, fornecidos pela De Nora do Brasil® Ltda; catodo de titanio, sendo duas placas de
18,5 cm’® cada (De Nora do Brasil® Ltda); e eletrodo de referéncia de Ag/AgCl/KClsy). Para
os processos de eletrolise foi utilizada uma fonte de alimentagdo modelo MLP-3303, de

3A/5V, da marca MINIPA, e um agitador magnético STIRRER, modelo OP-912/3.
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Figura 5. Anodos Dimensionalmente Estaveis utilizados na pesquisa: (A) Ti/RuO,TiO; e (B)
Ti/RU.OzII'OzTiOz

Fonte: Dados da pesquisa (2015)

4.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os experimentos de andlise fisico-quimica e de eletrdlise foram realizados no
Laboratério de Eletroquimica e Quimica Analitica (LEQA) e os experimentos
microbiologicos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais (LCTV),

ambos da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte (UERN).

4.3.1 Andlises fisico-quimicas

O cloreto foi determinado por titulagdo volumétrica de precipitacdo, utilizando-se o
método de Mohr, o qual se baseia na titulagdo de ions cloreto com solugdo padrao de AgNOs,
usando cromato de potéssio como indicador (EATON, CLESCERI e GREENBERG, 2005).

Os valores de COT (EMBRAPA, 2005) foram determinados por titulagdo volumétrica
utilizando o método adaptado de Yeomans e Bremner (1988), que se baseia na medida da
quantidade do carbono organico total, de forma indireta, por meio da determinacdo da
quantidade de oxigénio necessario para oxidar a matéria organica, utilizando-se um agente
fortemente oxidante (dicromato de potdssio) em meio acido. O resultado do carbono organico
total foi expresso em g L, utilizando as férmulas de Yeomans e Bremner (1988), na Equagdo

5.
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COT (g/L) = (A) x [SFA] x 12/4 x 10 (5)

A: ((Vbag-Vam) x (VBf-Vbaq) / VBf) + (Vbag-Vam);
SFA: Sulfato Ferroso Amoniacal;
Vbaq: volume de SFA gasto na titulagdo do branco com aquecimento;
Vam: volume de SFA gasto na titulagdo da amostra;
VBf: volume de SFA gasto na titulacdo do branco sem aquecimento;
[SFA]: concentracao da solucao de SFA;
12/4: relagdo de equivaléncia de carbono;
10: fator de dilui¢do da solugdo de trabalho.
A turbidez foi determinada através do método nefelométrico, usando um turbidimetro

digital portatil.
4.3.2 Determinag¢do microbiologica
4.3.2.1 Condi¢oes do meio de cultivo solido e liquido

O meio de cultivo soélido (Agar nutriente) para S. cerevisiae foi preparado usando o
procedimento de cultura Sabouraud 4%: 10 g de peptona, 40 g de glicose e 15 g de agar para
1000 mL de 4gua deionizada, o qual foi fundido em Banho Maria e esterilizado em autoclave
por 20 min., a 120 °C e 1 atm. Para o meio de cultura liquido foi utilizado o mesmo
procedimento do s6lido, mas sem o agente solidificante.

Para a reativagdo das leveduras, foi realizada a hidratacdo de 10 g do fermento
bioldgico com uma solucdo aquosa de 3% de glicose e 0,9% de NaCl. As leveduras reativadas
foram inoculadas em 20 mL do meio de cultivo solido, em placas de petri e incubadas em
incubadora de BOD, sob temperaturas de 35 °C, por 72 horas. O cultivo em meio s6lido foi

realizado para selecionar as leveduras clones em uma Unidade Formadora de Colonias UFC

(Figura 6).
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Figura 6. Meio de cultivo sélido, realizado para selecionar a levedura mais pura possivel

Fonte: Dados da pesquisa (2015)

As coldnias do meio solido foram inoculadas com alga de platina para erlenmeyer de
250 mL contendo o meio Sabouraud liquido, e incubado em incubadora de BOD na
temperatura de 35 °C, por 72 horas, para obter uma densidade populacional de 1 x 10° UFC
mL™ de leveduras em 0,1 uL (Figura 7); quando esses valores ultrapassam 1 x 10® UFC mL"

de leveduras € necessario fazer uma diluigao do meio de cultivo.

Figura 7. Esquema do processo de inoculagdo das leveduras em meio sélido e liquido

A By

1. Esterilizagao 3. Inoculagéo das leveduras

2. Hidratagdo no meio de cultivo solido
das leveduras

& <:| 4. Leveduras
6. Inoculacédo das no meio soélido

leveduras no meio 5. Selegdo das
de cultivo liquido células clones

Fonte: Montagem elaborada pela autora (2015)



35

As vidrarias utilizadas foram previamente esterilizadas em autoclave a 121 °C e 1 atm,

durante 20 minutos, para evitar possiveis contaminagoes.

4.3.2.2 Procedimento de contagem celular pelo método de Microscopia Direta

A contagem foi realizada em uma Camara de Neubauer espelhada, onde foram
contados os quatro reticulos laterais de cada um dos 16 campos, nos 4 quadrados maiores da
lamina, isto para cada erlenmeyer/experimento. Para a contagem de células ativas e inativas
foi adotada a técnica preconizada por Cecatto-Antonini (2004), que se baseia no uso de uma

solugdo corante de 0,01 g de azul de metileno e 2 g de citrato de sddio (Figura 8).

Figura 8. Camara de Neubauer, evidenciando-se, em azul, os quadrados contados em todas as
laterais

Fonte: Adaptado por Rabelo (2011)

As amostras retiradas para analise microbioldgica (1 mL) foram homogeneizadas com
1 mL da solucdo corante (azul de metileno\citrato de sddio) e transferida para a Camara de
Neubauer para a realizacdo da contagem através do microscopio Optico e, desta forma,
determinar a inativacdo celular, sendo determinado o niimero total de células vidveis as que
ndo absorveram o corante e as inviaveis (inativadas) as que absorveram (OLIVEIRA, 1996).

Considerando as células coradas de azul como inativas e as transparentes como ainda
ativas (Figura 9), a viabilidade celular da levedura S. cerevisiae foi calculada de acordo com a

formula:
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Ve (%) = 7= x 100 (6)

Ve: viabilidade celular
Nca: numero de células ativas

Ntc: nimero total de células

Figura 9. Células em meio de solugdo corante de azul de metileno/citrato de sodio, mostrando
as células vidveis (ndo coradas) e inviaveis (coradas)

Fonte: Dados da pesquisa (2015)

Como mencionado anteriormente, a inativacdo foi realizada através da contagem
usando a técnica da solug@o corante, mostrando as células ativas e inativas presentes no meio,
pois ndo ocorre a destrui¢do das estruturas externas, que ¢ quem confere o formato da mesma.
Ja em relacdo a lise celular foi realizada a contagem inicial e nos tempos de 30, 60, 120, 180,
240, 300 e 360 minutos, para obter a densidade populacional final das leveduras, uma vez que
quando ocorre a lise celular, ocorre a destruicdo das estruturas externas das células,
proporcionando uma diminui¢do da densidade populacional celular.

A partir do niimero de células totais (coradas e ndo coradas) obtido em cada intervalo
de tempo, foi possivel calcular a taxa de sobrevivéncia (e portanto a lise celular) e a eficiéncia

do tratamento eletrolitico.

4.3.3 Eletrolises

Foram montados dois sistemas de eletrdlise (um para cada anodo), os quais foram
operados simultaneamente, sob condi¢des galvanostaticas e de agitacdo constante. Foram
utilizadas duas celas eletroquimicas de compartimento inico contendo, cada uma, 100 mL da

solugdo do meio de cultivo com uma densidade populacional de 1x10° UFC mL™ de
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leveduras, em meio de 0,05 mol L' de Na,SOu, e trés eletrodos (anodo: Ti/Ru0O,-TiO, ou
Ti/RuO,-Ir0,-TiO,; catodo: placa de titdnio; e eletrodo de referéncia: Ag/AgCl/KClar)).
Durante as eletrélises, os eletrodos (4nodo e catodo) foram mantidos em paralelo (distancia

em torno de 1 cm) e de forma alternada (Figura 10).

Figura 10. Sistema eletrolitico: 1) ADEs; 2) Catodos; 3) Eletrodos de referéncia; 4) Agitador
magnético; 5) Fonte de alimentagdo

Fonte: Adaptado de Oliveira e Castro (2014)

Foram avaliadas trés densidades de corrente (20, 40 ¢ 60 mA cm™), & temperatura
ambiente (25 + 1 °C). Posteriormente, aplicando a densidade de corrente que apresentou a
melhor resposta em termos de inativagdo, foi verificado o efeito da adi¢do de cloreto no meio
eletrolitico (0,05 mol L™ de NaCl).

Durante as eletrolises foram retiradas aliquotas da solugdo eletrolitica apds os tempos
de 30, 60, 120, 180, 240, 300 e 360 minutos para a realizacdo das andlises microbioldgicas.
Em cada intervalo de tempo foram monitorados, in situ, os parametros temperatura, pH,
condutividade elétrica, oxigénio dissolvido, turbidez e potenciais da célula e do anodo. Os
parametros concentragdo de ions cloreto e COT foram determinados antes e apos a realizacao
das eletrolises.

Simultaneamente aos processos de eletrélise (Figura 10), foi montado um sistema
controle, constituido de uma célula contendo 100 mL do mesmo meio de cultivo utilizado nas
células eletroquimicas, e deixado em repouso no mesmo ambiente de realizacdo das
eletrolises. Desta solu¢do controle, também foram retiradas aliquotas em cada intervalo de
tempo para as andlises microbiologicas, assim como foram monitorados os mesmos

parametros e determinado a concentragdo de ions cloreto e COT.
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Entre cada eletrolise, os eletrodos de trabalho foram limpos por meio da aplicacdo de
uma densidade de corrente de 10 mA ¢m 2 durante 5 minutos, em uma solucao 0,5 mol L' de

Na,S0y, para retirar das superficies as impurezas adsorvidas.

4.3.4 Determinagdo do consumo energético

O processo eletroquimico foi avaliado em termos de eficiéncia de inativagao e reducao
da densidade populacional de leveduras, e de consumo energético. O consumo de energia

(CE) foi obtido através da Equagéo (7) (MARTINEZ-HUITLE et al., 2012):

CE= AEC.L t
1000.V (7)

onde AEc ¢ a média do potencial aplicado (Volts), I é a corrente (Amperes), t € o tempo de

eletrolise (h) e V é o volume (m?).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo microbioldgico

A curva de crescimento das leveduras S. cerevisiae foi realizada no intuito de
estabelecer uma densidade populacional ideal de células no meio, para iniciar o processo
eletrolitico. O perfil da curva de crescimento, nas condi¢cdes do meio de cultivo utilizado
(Figura 11), indica que os dias mais favoraveis para a realizagdo do tratamento eletrolitico ¢
do segundo ao quarto dia de incubagdo das leveduras, quando ocorre a fase exponencial na
curva de crescimento, ou seja, quando o numero de células aumenta exponencialmente com o
tempo. Assim, foi estabelecida uma densidade de 1 x 10° UFC mL™" de células de S.
cerevisiae. Quando esses valores aumentavam, era necessario fazer a diluicdo do meio para a

obtengdo de 1 x 10° UFC mL™" de células de S. cerevisiae.

Figura 11. Identifica¢do dos dias favoraveis para o tratamento eletrolitico, através da curva de
crescimento das leveduras S. cerevisiae
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Fonte: Dados da pesquisa (2015)

Nao ¢ interessante realizar esses processos nas fases Lag, estaciondria ou declinio
porque na fase Lag as células se encontram em processo de adaptacdo ao meio, na
estaciondria a quantidade de células vivas sdo iguais as mortas, e no declinio ocorre a morte
excessiva das células devido a falta de nutrientes necessarios para que ocorra o processo de

duplicagao.
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5.2 Tratamento eletrolitico

5.2.1 Influéncia da densidade de corrente aplicada na inativagao e lise celular

Os resultados obtidos durante os processos de eletrdlise feitos nas densidades de
corrente de 20, 40 ¢ 60 mA c¢cm™?, em meio de 0,05 mol L™ de Na,SOu, para ambos os ADEs,
foram avaliados em termos de inativacdo e lise celular da S. cerevisiae, sempre em
comparagdo aos resultados obtidos com um meio de cultura controle, que foi mantido nas
mesmas condigdes operacionais, mas sem passagem de corrente, durante 360 minutos.

O impacto causado pela aplicacdo de corrente (densidades de corrente de 20, 40 e 60
mA cm™) na inativagio das leveduras (1 x 10° UFC mL™) foi expressiva quando comparado
ao controle, que se manteve estavel (Figura 12). Os resultados mostram que quando o anodo
de Ti/RuO,TiO; foi utilizado, independente da densidade de corrente aplicada, em 120
minutos de eletrélise ocorreu a inativagdo de 100% das células. No entanto, quando o eletrodo
de Ti/RuO,IrO,TiO; foi utilizado a inativagdo completa somente foi obtida apos 180 minutos
de eletrolise, e somente com aplicagio de uma densidade de corrente de 60 mA cm™.

Em termos de lise celular, conforme representado na Figura 13 podemos verificar que
ocorreu uma diminuicdo populacional de leveduras com a aplicagdo das densidades de
corrente. As leveduras foram reduzidas de 1 x 10° UFC mL"' para 4 x 10° UFC mL", 2,8 x 10°
UFC mL'e 1,2 x 10° UFC mL™, o que corresponde 4 uma remogio de células de 60%, 72% e
88%, para as densidades de corrente aplicadas de 20, 40 e 60 mA cm™, respectivamente, para
o 4nodo de Ti/RuO,TiO, (Figura 13A); e de 1 x 10° UFC mL™" para 2 x 10° UFC mL", 1,2 x 10°
UFC mL" e 2,8 x 10* UFC mL", correspondendo a uma remocgao de 80%, 88% e 97%,
respectivamente, para o anodo Ti/RuO;IrO,TiO, (Figura 13B), mostrando que a redugdo
maxima da densidade populacional (lise celular) foi de 88% para o anodo de Ti/RuO,TiO, e

de 97% para o anodo de Ti/RuO,IrO,TiO; apds 360 minutos de eletrolise.



41

Figura 12. Influéncia da densidade de corrente aplicada (20, 40 ¢ 60 mA cm™) na
porcentagem de inativagdo das leveduras S. cerevisize (1 x 10° UFC mL™) em fungdo do
tempo de eletrolise, em meio de 0,05 mol L' de NaySOy, usando os 4nodos de (A)
Tl/Ru02T102 (S (B) TI/RU.OZII'OQTIOZ
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Figura 13. Influéncia da densidade de corrente aplicada (20, 40 e 60 mA cm?) na
porcentagem de redugdo da densidade populacional (lise celular) de 1 x 10° UFC mL™" de
leveduras S. cerevisize, em meio de 0,05 mol L' de Na,SO4 em fungdo do tempo de
eletrolise, usando anodos (A) Ti/RuO,TiO; ¢ (B) Ti/RuO,IrO,TiO,
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Segundo Trasatti (1991), alguns 6xidos sdo eletrocatalisadores ativos para a reagao de
desprendimento de oxigénio, sendo que o RuO, tem uma alta atividade, maior do que o IrOy;
entretanto, o IrO, ¢ anodicamente mais estavel do que o RuO,. Quando ocorre a mistura
destes dois 6xidos, o IrO, impede a dissolucdo anddica do RuO;, pois desloca a formacao dos
oxidos de alta valéncia (RuOs; e RuO,) para potenciais mais positivos; contudo, o IrO, pode
ter diminuido a atividade catalitica do RuOs,.

Por outro lado, o processo de eletroporagdo ocorrido nos 120 minutos de eletrélise,
associado aos subprodutos da degradacdo dos compostos organicos do meio de cultivo,
podem ter levado a um processo de adsor¢cao maior na superficie do eletrodo de Ti/RuO,TiO,
causando a sua passivacao mais rapidamente e reduzindo o processo de lise celular.

Os resultados de inativagdo das leveduras foram obtidos pela contagem direta das
células na cadmara de Neubauer, por meio de um microscopio Optico e da coloracdo com a
solu¢do de azul de metileno/citrato de sodio (CECATTO-ANTONINI, 2004). A viabilidade
celular foi medida através da percentagem de células coradas e células ndo coradas, sendo
viaveis ou ativas as que ficaram transparentes e invidveis ou inativadas as que foram coradas
de azul devido a eletroporacdo causada pela oxidagdo da membrana e parede celular,

permitindo assim, a entrada do corante (Figura 14).
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Figura 14: Células coradas com azul de metileno/citrato de sédio apds eletrolise em
diferentes densidades de corrente aplicadas, em compara¢do ao controle inicial e final

Controle Inicial Controle Final
TI/RuOTiO2 TIYRuO:TiOz TYRuO:TiO2
120 minutos 120 minutos 120 minutos
20 mA cm? 40 mA cm? 60 mA cm?
TYVRuOIrO2TiO2 TYRuOrO2TiO: TYRuOIrO:TiOn
180 minutos 180 minutos 180 minutos
20 mA cm™ 40 mA cm 60 mA cm?

Fonte: Dados da pesquisa (2015)

Avaliando os resultados obtidos, observa-se que a eficiéncia na inativagdo e lise
celular aumenta conforme aumenta a densidade de corrente aplicada. Como essas leveduras
sdo células eucarioticas, que possuem membrana e parede celular mais espessas e complexas,
compostas de carboidratos, proteinas, lipideos e quitina, o que confere prote¢do e resisténcia a

célula, ¢ dificil romper essas barreiras (PELCZAR et al, 1997). Assim, inicialmente a
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corrente aplicada promove um ataque oxidativo aos constituintes mais externos da célula,
como a parede celular e a membrana plasmatica, ocasionando a formagdo de poros
(eletroporacao) e, em seguida, permitindo a entrada dos agentes oxidantes, promovendo a
oxidacdo de enzimas importantes para o metabolismo e a respiragdo celular, levando a
inativagdo, e quando destroem as estruturas externas e internas promove a lise celular.

Segundo Knorr et al. (1994), quando a aplicagdo da densidade de corrente for baixa e
em tempo curto, hd a formagdo de poros que ¢ reversivel. Porém, com corrente e tempo de
tratamento suficiente, este processo se torna irreversivel, ocorrendo a perda de material
celular.

A eletroporagdo ¢ considerada reversivel quando ocorre a formagdo de poros na
membrana e parede celular aumentando a permeabilidade da membrana (inativacdo), porém a
morte celular ndo ¢ obrigatdria; ou irreversivel, quando had a formacdo de rupturas na
membrana ocorrendo a morte celular (lise celular) (LUBICKI e JAYARAM, 1996).

O mecanismo envolvido no aumento da permeabilidade celular, ou seja, o processo
tradicionalmente descrito na literatura, ¢ que o campo elétrico gerado durante a eletroporagao
causa o aparecimento de poros aquosos ou hidrofilicos na membrana, os quais possibilitam a
entrada de moléculas especificas nas células (NEUMANN et al., 1982; CHEN et al., 2006;
YUAN, 2007). Essa permeabilidade na membrana ¢ devido a baixa condutividade elétrica da
bicamada lipidica, e alta em sua superficie, gerando um potencial transmembrana, que ao
superar o valor do potencial natural da célula (cerca de 1 V) causa o rompimento da
membrana (ZIMMERMAN, 1986; ANGERSBACH et al., 2000).

Desta forma, a inativacdo e a lise das leveduras S. cerevisiae pode ser explicada pela
oxida¢do do microrganismo na superficie do eletrodo, por meio do par redox (MOx/MOx:1)
formado a partir da eletrolise da dgua, provocando a eletroporagdo de sua membrana e parede
celular, e ocasionando a entrada de substancias toxicas para dentro da célula, como também a
saida de substancias importantes para manter a sua viabilidade celular, resultando na lise
celular.

Esses resultados estdo em consondncia com outros autores. Tolentino-Bisneto e Bidoia
(2003), utilizando processos eletroliticos, verificaram que a parede celular ¢ a membrana
plasmatica sdo as primeiras estruturas a reagirem com os radicais hidroxila; ou seja, o ponto
de partida para a lise celular, causando a reducdo da densidade populacional de leveduras, ¢ o
ataque a essas estruturas.

Guillou et al. (2003), que estudaram os efeitos da eletrolise em suspensdes de

leveduras S. cerevisiae em meio de tampao fosfato, através dos métodos de contagem de
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placas e determinacdo de ATP, aplicando uma corrente de 0,5 A durante 3 h, observaram uma
diminui¢do na viabilidade celular durante o processo e verificaram efeito letal para as células.

No entanto, resultados divergentes foram encontrados por Gusmao (2006), que ndo
obteve diminui¢do da viabilidade das leveduras S. cerevisiae pelo tratamento eletrolitico em
fluxo (vazdo de 200 L h™"), utilizando correntes de 1, 2 ¢ 3 A durante 60 minutos. Este mesmo
tratamento foi aplicado por Gusmao (2010) em bactérias E.coli, resultando na inativagdo de
98,9%.

Jeong et al. (2007), usando anodo de Platina, relataram que os microrganismos podem
entrar em contacto com a superficie do anodo, sendo adsorvidos sobre ele, e provavelmente
sendo mortos eletricamente, isto ¢, através do campo elétrico aplicado ocorre a oxidagao
eletroquimica de constituintes vitais da célula (membrana e parede celular) provocando uma
permeabilidade irreversivel.

Os diferentes resultados aqui reportados podem estar associados as diferentes
condi¢des experimentais adotadas pelos autores. No geral, as divergéncias reportadas sdo
devido a fatores que influenciam no processo de inativacdo, como o tipo de tratamento

utilizado, o anodo, o eletrélito, o tempo, as condi¢des do meio de cultivo, entre outros.

5.2.2 Influéncia dos ions de cloreto na inativagao e lise celular

Considerando os resultados anteriores, 20 mA cm™ foi selecionada como sendo a
densidade de corrente que apresentou o melhor resultado em termos de inativagao (Figura 12)
e CE, uma vez que aumentando a densidade de corrente aumenta o CE (Equacao 7), sendo
portanto, a densidade de corrente usada para verificar a influéncia da adi¢do de 0,05 mol L™
de ions cloreto na inativagdo e lise celular das leveduras S. cerevisiae (Figura 15).

A Figura 15A mostra que quando o anodo de Ti/RuO,TiO; foi utilizado, o tempo
necessario para promover 100% de inativagdo das leveduras permaneceu em 120 minutos de
eletrolises com a adi¢do de ions de cloreto. Por outro lado, quando foi usado o anodo de
Ti/RuO,IrO,TiO,, a inativagdo de 50% obtida anteriormente, em 120 minutos de eletrdlise a
20 mA cm™, em meio de 0,05 mol L™ de Na,SO4 (Figura 12B), foi aumentada para 100%
quando ions cloreto foi adicionado (Figura 15B).

Em relacdo a lise celular, os ions cloreto também apresentaram uma influéncia
significativa. A redugdo populacional das leveduras apos eletrolise em meio de 0,05 mol L™

de Na,SO; foi de 60% e 80% quando os anodos de Ti/RuO,TiO; e de Ti/RuO,IrO,TiO, foram
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utilizados, respectivamente, apos 360 minutos. Ja com a adi¢do de ions cloreto a reducao foi
aumentada para 92% e 95%, respectivamente (Figura 15), para o0 mesmo tempo de eletrolise.
O teste de resisténcia do microrganismo na solugdo controle (mesmas condig¢des
experimentais, mas sem a aplicagdo da densidade de corrente) mostrou que a adi¢do de ions
cloreto ndo causou qualquer dano as células, ou seja, ndo ocorreram alteragdes celulares nas

leveduras S. cerevisiae presentes na solugdo controle, durante os 360 minutos (Figura 15 e

16).
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Figura 15. Influéncia da adigio de ions cloreto na inativagio de 1 x 10° UFC mL" de
leveduras S. cerevisiae em fungio do tempo de eletrolise a 20 mA cm™, usando eletrodos de
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Figura 16. Influéncia da adi¢cdo de ions cloreto na reducdo da densidade populacional de
1 x 10° UFC mL" de leveduras S. cerevisiae em fungio do tempo de eletrélise a 20 mA cm™,
usando eletrodos de (A) Ti/RuO,TiO; ¢ (B) Ti/RuO,IrO,TiO,
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A Tabela 5 mostra as porcentagens de inativagdo e redu¢do da densidade populacional
(lise celular) de 1 x 10° UFC mL™ de leveduras S.cerevisiae em 120 minutos de eletrolise a 20
mA cm™, usando eletrodos de Ti/RuO,TiO, e de Ti/RuO,IrO,TiO, em diferentes meios de
eletrolito. Os dados mostram que o melhor resultado em termos de inativagdo foi obtido
usando o anodo Ti/RuO,TiO,, com 100% de inativagdo quando 0,05 mol L' de Na,SO, foi
usado; e na lise celular foi usando o anodo de Ti/RuO,IrO,TiO;, com reducdo de 62% de
leveduras no mesmo meio eletrolitico. Apesar dos resultados apresentados na Tabela 5
indicarem maior eficiéncia dos sistemas que usam ions cloreto, ha um inconveniente, o de
possibilitarem a formacdo de subprodutos toxicos para os animais aquaticos, seguindo na

cadeia trofica, prejudicando os seres consumidores, dentre estes os humanos.

Tabela 5. Porcentagens de inativagio e lise celular de 1 x 10° UFC mL™ de leveduras S.
cerevisiae em 120 minutos de eletrolise a 20 mA ¢cm™, usando eletrodos de Ti/RuO,TiO; e de
Ti/RuO,IrO,Ti0O,, em diferentes meios de eletrolito

Anodo Eletrolito Tempo  Porcentagem de Porcentagem de
(min) inativacio lise
(%) (%)
Ti/RuO,-TiO; NaySOy4 120 100 23
Na,SO4 + NaCl 120 100 69
Ti/RuO,1rO,TiO, NaySOy4 120 53 62
Na,SO4+NaCl 120 100 79

Fonte: Dados da pesquisa (2015)
5.2.3 Influéncia da densidade de corrente na remog¢do de COT

Considerando que as membranas e a parede celular das leveduras sdo constituidas por
compostos organicos, como carboidratos, proteinas, lipideos e quitina, assim como o seu meio
de cultivo (4gar, peptona e glicose), fornecendo valores significativamente elevados de COT
no meio eletrolitico, a remog¢ao deste parametro também foi avaliada, com vistas a verificar a
mineralizagcdo da matéria organica devido os processos de eletrolises.

Para tal, foi determinada a quantidade inicial de COT presente no meio de cultivo

contendo as leveduras (242,3 mg L) e sem as leveduras (223,8 mg L™). Estes valores
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indicam que 92,4% do COT presente no meio de eletrolise deve-se aos reagentes utilizados
para fazer o meio de cultivo.

A Figura 17 mostra a remoc¢ao de COT como uma funcdo da densidade de corrente
aplicada, durante 360 minutos. Como pode ser observado para ambos os eletrodos, a remog¢ao
do COT aumenta a medida que a densidade de corrente aumenta, sendo de 12%, 64% e 67%
para o anodo Ti/RuO,TiO; e de 33%, 76% e 80% para o anodo Ti/RuO,IrO,TiO,, quando as

densidades de 20, 40 ¢ 60 mA cm™ foram aplicadas, respectivamente.

Figura 17. Influéncia da densidade de corrente aplicada na remog¢ao de COT da solucdo de S.
cerevisiae usando os eletrodos, Ti/RuO,TiO, (colunas sélidas) e Ti/RuO,IrO,TiO; (colunas
tracejadas). Condigdes experimentais: meio eletrolitico de 0,05 mol L' de Na,SO,, densidades
de corrente aplicada de 20, 40 e 60 mA cm™ e tempo de eletrélise de 360 minutos

100
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Fonte: Dados da pesquisa (2015)

Quando a densidade de corrente foi aumentada de 20 para 40 mA cm™, os valores de
remocao de COT aumentaram significativamente, o que pode ser justificado pelo aumento de
radicais hidroxila gerados por unidade de tempo. No entanto, quando a densidade de corrente
aumentou de 40 para 60 mA cm”, um pequeno aumento na porcentagem de remogio de COT
foi observado (Figura 17). Como os ADEs sdo eletrodos ativos, os radicais *OH produzidos
durante a oxidacao da dgua (Eq. 1) interagem fortemente com a superficie do anodo formando
os oxidos superiores (Eq. 2), e o par redox formado (MOx/MOy;;) € responsavel pela

oxida¢do dos compostos organicos (Eq. 4), que por sua vez compete com a reagdo de
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evolugdo de oxigénio (Eq. 3). Assim, em 60 mA cm™ a reagdo de evolugio de oxigénio pode
ter sido favorecida em detrimento da oxidagdo da matéria organica.

Apesar do COT ndo ter sido monitorado durante as eletrdlises, mas somente
determinada antes e apds o término das mesmas, pelas curvas de inativagao (Figura 12) e lise
celular (Figura 13) pode-se inferir que ap6és 60 minutos de eletrdlise, independente das
condi¢des operacionais (densidade de corrente ou anodo utilizado), pode ter ocorrido a
formag¢do de compostos estaveis, de dificil mineralizagdo. Além disso, o aumento da evolugao
de oxigénio reduz a possibilidade de adsor¢do dos compostos organicos nos sitios ativos do
eletrodo, diminuindo a eficiéncia de corrente na reagdo direta (PANIZZA e CERISOLA,
2009).

5.2.4 Influéncia de ions cloreto na remogao de COT

A Figura 18 corresponde ao efeito de 0,05 mol L' de fons cloreto sobre a remogao de
COT da solugio de S. cerevisiae, quando uma densidade de corrente de 20 mA cm™ foi
aplicada, durante 360 minutos. Observa-se que os ions cloreto teve um impacto significante
na oxidagdo eletroquimica da matéria organica, elevando de 12% para 76%, e de 33% para
88% de remocdao de COT quando os eletrodos de Ti/RuO,TiO; e Ti/RuO,IrO,TiO, foram
usados, respectivamente.

Os resultados indicam que a adi¢do de ions cloreto na solugdo contendo as leveduras
promoveu a eletrogeracdo de espécies oxidantes fortes, tais como hipoclorito e &cido
hipocloroso. De fato, analisando o pH da solugdo, inicialmente de 4,94, ele aumentou para
5,45, favorecendo a formacdo destas espécies de cloro ativo, que também atuam como

mediadores de oxidagdo, aumentando a velocidade de remocao de COT.
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Figura 18. Influéncia dos ions cloreto na remoc¢do de COT da solucdo de S. cerevisiae,
usando eletrodos de Ti/RuO,TiO, (colunas sélidas) e Ti/RuO,IrO,TiO; (colunas tracejadas).
Condigdes experimentais: meio eletrolitico de 0,05 mol L' de Na,SO4 e 0,05 mol L de
NaCl, densidade de corrente aplicada de 20 mA cm™ e tempo de eletrolise de 360 minutos
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Fonte: Dados da pesquisa (2015)

Na verdade, ¢ bem conhecido que a eletrolise em meio aquoso contendo ions cloreto
gera espécies oxidantes de cloro ativo no anodo, como o acido hipocloroso e o hipoclorito
(GHERNAOUT, NACEUR e AOUABED, 2011), sendo que na faixa de pH trabalhado, a
espécie predominante é o HCIO (Clyaq + H2O 2 HOCI + CI' + H'), que tem um alto
potencial padrio (E° = 1,63 V vs. ENH) e, indiretamente, pode oxidar a matéria organica
(MO4(HCIO)a4s + R — CO; + H,O + CI). O ion de hipoclorito predomina em meios
alcalinos, pH > 7,5 (CHEN et al., 2004), enquanto o cloro ¢ mais estavel em ambiente acido
(pH <3).

Observou-se também uma variacdo da concentracao de ions cloreto nas solugdes de
eletrolise, obtidos antes e apos a aplicagdo das densidades de corrente (Tabela 6). A
concentragio desses ions diminuiu apds as eletrolises 4 20 mA cm™, para ambos os eletrodos,
devido ao fato de uma pequena quantidade de cloreto ser eliminada como Cl, (Clyag) 2 Clag)).

Esta variacdo de concentragdo de cloreto foi contraria aquela observada em meio
contendo somente o eletrolito de Na,SO,, onde obteve-se um aumento da concentracao de
cloreto. Esse aumento pode estar relacionado com a lise das células, liberando cloreto, uma

vez que no processo de ativacdo das leveduras foi utilizado este anion. Observa-se ainda, que
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o aumento foi maior quando o eletrodo de Ti/RuO,IrO,TiO; foi usado, indicando que esse

aumento realmente foi favorecido pela lise celular.

Tabela 6. Concentracao de ions cloreto obtida antes e apos as eletrolises realizadas usando os
anodos Ti/RuO,TiO; e Ti/RuO,IrO,TiO, Condi¢des experimentais: densidades de corrente
aplicadas de 20, 40 e 60 mA cm™ em meio de Na,SO, e de 20 mA cm™ em meio de Na,SO, e
ions cloreto como eletrolito suporte

Densidade de Eletrolito Anodos CI inicial CI final
Corrente (mg L) (mg L)
(mA cm™)

Controle 204.1 247.8
20 Na,SOy4 Ti/RuO,Ti0O, 204.1 210.2
T1/Ru0,Ir0O,TiO, 204.1 235.7
Controle 204.1 247.8
40 Na,SO4 Ti/Ru0,TiO, 204.1 230.0
T1/Ru0,Ir0O,TiO, 204.1 2329
Controle 204.1 2478
60 Na,SOy4 Ti/RuO,Ti0O, 204.1 2414
T1/Ru0,Ir0O,TiO, 204.1 2442

Controle 24140 2343.0

20 Na,SO4+ NaCl Ti/RuO,TiO, 2414.0 2094.5

Fonte: Dados da pesquisa (2015)

Apesar de apresentar alguns inconvenientes, como por exemplo a possivel formagao
de organoclorado persistente e a menor resisténcia dos materiais do eletrodo neste meio
(KORBAHTI et al., 2009), a presenca de ions cloreto mostrou ser eficiente, pois acelerou a
inativagdo e lise celular, mostrando ser um eletrdlito importante a ser usado em eletroélises,

visando a completa inativacao e lise de microrganismos.
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5.2.5 Parametros fisico-quimicas

A Tabela 7 mostra os valores de pH, T, C, OD e turbidez medidos antes e apds os
processos de eletrolise usando os anodos Ti/RuO,TiO, e Ti/RuO,IrO,TiO;, na auséncia e
presenca de ions cloreto.

O pH e a temperatura sdo parametros de extrema importancia em qualquer meio
reacional, pois influencia de maneira significativa as varias reagdes fisico-quimicas e
atividades metabolicas em microrganismos.

Como pode ser observado na Tabela 7, os valores de pH iniciais encontram-se entre
4,5 e 5,5, que sdo os valores de pH 6timo para a viabilidade celular dessas leveduras (LIMA,
AQUARONE e BORZANI, 1975). Portanto, este pardmetro ndo foi um agente influenciador
da inativacdo ou da lise da S. cerevisiae. O papel do pH na sobrevivéncia de microrganismos
esta relacionada com a capacidade dos organismos para controlar o pH citoplasmatico.

Em relagdo ao pH final, observa-se que ao aplicar as densidades de corrente de 20, 40
e 60 mA cm™ verifica-se um decaimento do pH usando os anodos de Ti/RuO,TiO e
Ti/RuO,IrO,TiO; (Tabela 7). Quando adicionou ions cloreto na solu¢do contendo leveduras,
na densidade de corrente de 20 mA cm?, os valores aumentaram usando os anodos de
Ti/RuO,TiO; e Ti/RuO,IrO,TiO,.

Possivelmente, a diminui¢do do pH foi ocasionado pela eletrolise de 4gua,
promovendo a liberagio de ion H' na solucdo eletrolitica, deixando o meio mais acido.
Segundo Comnnellis (1994), a oxidagdo da agua sobre a superficie do eletrodo (MOx) forma
o radical hidroxila adsorvido (MOx('OH)), de acordo com a equagdo MOx + H,O —
MOx('OH) + H' + ¢". Pela aplicagdo de correntes mais elevadas, estas proporcionam uma
maior formagdo do MOx('OH) e, consequentemente, maior formagdo do ion hidrogénio,
deixando o meio aquoso mais 4cido. O H" também pode ser formado por meio das interagdes
de vacancias de oxigénio presentes no anodo oxidado, com possivel transi¢do do oxigénio do
"OH adsorvido formando os 6xidos superiores (MOx('OH) — MO,+; + H" + ¢ ), ou na
oxidacao indireta dos compostos organicos por meio dos radicais hidroxila gerados, a didxido
de carbono, agua e ion hidrogénio, como descrito na equagio MOx('OH) + R — MOx +
mCO, + nH,O + H" + ¢. Além disso, intermediarios do processo de degradagdo, como os

acidos organicos simples, podem diminuir o pH do meio.
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Tabela 7. Parametros fisico-quimicos iniciais e finais do tratamento eletrolitico das leveduras
S. cerevisiae, nas densidades de corrente de 20, 40 e 60 mA c¢cm?, em meio de eletrolito

0,05 mol L' Na,SO, e adicionado ions cloreto, usando os anodos

de Ti/RquTiOz [

Ti/RU.OzII'OzTiOz
Densidade ANODOS T pH C oD Turbidez
de (i/f) (i/f) (i/f) (i/f) (i/f)
Corrente (°C) (mS ecm?)  (mgL™) (NTU)
(mA cm?)
Controle 26126 4.94/5.55 12.68/12.81 2.25/7.10  455,2/548.,0
20 Ti/RuO,TiO,  26/31 4.94/3.69 12.68/13.51 2.25/10.16  455,2/425,7
Ti/RuO,IrO,TiO,  26/30 4.94/4.00 12.68/13.70 2.25/9.67  4552/388.,4
Controle 26126 4.94/5.55 12.68/12.81 2.25/7.10  455,2/548.,0
40 Ti/RuO,TiO,  26/34 4.94/3.61 12.68/14.13 2.25/6.14  4552/348,1
Ti/RuO,IrO,TiO,  26/34 4.94/2.74 12.68/13.88 2.25/11.85  455,2/299.9
Controle 26/26  5.13/5.90 12.80/12.81 2.15/7.55  459,2/502.,5
60 Ti/RuO,TiO,  26/42 5.13/3.50 12.80/15.42 2.15/12.28  459.2/241,3
Ti/RuO,IrO,TiO, 26/43 5.13/4.96 12.80/15.13 2.15/13.18  459,2/167,8
Controle 26/16  4.90/4.83 20.93/21.46 2.79/4.53  438,1/464.,3
20 Ti/RuO,TiO,  26/33 4.90/5.43 20.93/2029 2.79/6.41  438,1/264.,2
Ti/RuO,IrO,TiO,  26/33  4.90/5.47 20.93/19.70  2.79/9.62  434,8/215.2

Temperatura (T), condutividade elétrica (C), oxigénio dissolvido (OD) e inicial e final (i/f)

Fonte: Dados da pesquisa (2015)

Quanto a temperatura, esta se manteve entre 26 e 34 °C, com excecdo das eletrolises
realizadas & 60 mA cm™, que provocaram um aumento de 26 °C para 42 °C e 43 °C, quando os
anodos Ti/RuO,TiO; e Ti/RuO,IrO,TiO, foram usados, respectivamente. A temperatura 6tima
de viabilidade da levedura ¢ de 26 a 35 °C, podendo exceder até 39 °C (LIMA AQUARONE,
BORZANI, 1975). Porém, o aumento observado nos experimentos ndo influenciou na
inativacdo das leveduras, pois para ocorrer uma desinfec¢do térmica (dependendo da espécie

de microrganismo) deve-se exceder 60 °C (TORTORA, FUNKE E CASE, 2005). Para
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verificar se essa temperatura realmente ndo influenciou na inativagdo das leveduras, foi
realizado um teste controle com temperatura de 45 °C durante 360 minutos e os resultados
confirmaram que essa temperatura ndao ¢ capaz de inativar as células das leveduras S.
cerevisiae.

Em relacdo a condutividade elétrica, quando comparados aos valores iniciais, estas
tiveram um pequeno aumento (que foi maior a medida que a densidade de corrente foi
aumentada) quando as eletrolises foram realizadas em meio Na,SO,, indicando degradacgdo da
matéria organica e, como conseqiiéncia, a formagao de ions inorganicos na solugdo, além da
contribuicdo devido ao aumento da temperatura. Quando foi adicionado os ions cloreto, os
valores de condutividade apresentaram uma pequena reducdo, provavelmente devido a
geragdo das espécies de cloro altamente oxidantes no meio (RAMALHO, MARTINEZ-
HUITLE e SILVA, 2010; ROCHA et al., 2012).

Em relagdo ao OD, quando compara-se ao obtido no controle, observa-se um aumento
apos as eletrolises, principalmente quando a densidade de corrente de 60 mA cm™ foi
aplicada. Considerando que o meio de cultivo foi incubado em condi¢des anaerdbicas,
apresentando pouca quantidade de oxigénio, o aumento na quantidade de OD no meio deve-se
as reacdes de desprendimento de oxigénio durante as eletrolises, que aumenta com o aumento
da densidade de corrente aplicada. Para verificar se o aumento de O, influenciava na
inativacdo das células, uma vez que as mesmas foram cultivadas em condi¢des anaerdbicas,
(apesar de serem anaerdbicas facultativas), foi realizado um teste, aerando o meio de cultivo
com as leveduras durante 360 minutos. Os resultados mostraram que o aumento de O, de fato
nao foi o responsavel pela inativagdo das leveduras S. cerevisiae.

Em relagdo aos valores de turbidez, quando se compara os valores iniciais e finais do
sistema controle observa-se um aumento, devido ao acréscimo do numero de células. Isto
pode ser justificado pelo fato das células estarem em um meio propicio para a sua
multiplicagdo.

Por outro lado, quando se compara os valores finais aos valores iniciais, independente
da densidade de corrente aplicada durante o tratamento eletrolitico, observa-se uma
diminui¢do. Além disso, a medida que aumenta a densidade de corrente, a turbidez diminui
ainda mais. Os resultados apresentados na Tabela 7 mostraram que essa diminui¢do ocorreu
para os dois anodos avaliados, sendo que o anodo de Ti/RuO,IrO,TiO, foi o que apresentou a
maior eficiéncia, o que estd em concordancia com os dados representados na Figura 13, que
mostra a diminuicdo da densidade populacional das células de levedura S. cerevisiae da

solucao do meio eletrolitico, devido a lise celular, com o aumento da densidade de corrente,
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sendo esta diminui¢cdo maior para o &nodo Ti/RuOIrO,TiO,, o que justifica a maior reducao

de turbidez neste anodo.

5.3 Estimativas do consumo energético

Para aplicacdo de qualquer metodologia de degradacdo eletroquimica ¢ muito
importante estimar a sua viabilidade em termos de consumo energético (PANIZZA e
CERISOLA, 2009). Na Figura 19 encontra-se representado, para ambos os anodos utilizados,
o consumo de energia como uma funcdo da porcentagem de inativacdo das células de
leveduras S. cerevisiae, durante o processo de eletrolise, na auséncia e presenca de ions
cloreto.

Como pode ser observado, para ambos os ADEs, os valores de consumo energético
foram proporcionais a densidade de corrente aplicada durante o tratamento eletroquimico em
meio de 0,05 mol L' de Na,SOy, e praticamente ndo houve reducio na energia requerida
quando ions cloreto foi adicionado ao meio eletrolitico. Na presenca de cloreto, os valores de
CE obtidos foram de 30,24 kWh m™ e 30,99 kWh m™ quando uma densidade de corrente de
20 mA cm™ foi aplicada aos eletrodos Ti/RuO,TiO, e Ti/RuO,IrO,TiO,, respectivamente,
enquanto que na auséncia, o sistema experimental que apresentou o melhor desempenho na
inativacdo das leveduras, com um consumo energético de 34,80 kWh m™, foi com a aplicagio
de uma densidade de corrente de 20 mA cm™, usando o 4nodo de Ti/RuO,TiO», em 0,05 mol
L de Na,SO.

Estes resultados estdo de acordo com dados reportados na literatura, onde foi
demonstrado que o tratamento eletroquimico requer potenciais menores quando na presenga
de ions cloreto, comparado com aqueles necessarios para a oxidacdo anodica direta

(BONFATI et al., 2000), diminuindo o CE e, consequentemente, 0s custos.
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Figura 19. Consumo energético em funcdo da porcentagem de inativacdo celular, durante as
eletrolises da solucao de S. cerevisiae em meio de 0,05 mol L' de Na,SO4, nas densidades de
corrente de (——) 20 mA cm?, (%) 40 mA cm™ e (~7) 60 mA cm™; e em meio de 0,05
mol L Na,SO4 e 0,05 mol L de NaCl em (—*) em 20 mA cm™, usando anodos de (A)
Tl/Ru02T102 (§ (B) TI/RU.OQII'OQTIOQ
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6. CONCLUSOES

Na avaliacdo da eficiéncia dos eletrodos de Ti/RuO,TiO, e Ti/RuO,IlrO,TiO, no
processo eletrolitico de inativagdo das leveduras Saccharomyces cerevisiae, as condig¢des
operacionais que possibilitaram o melhor desempenho (100% de inativagdo) foram:

- usando o eletrodo de Ti/RuO,TiO; em meio de 0,05 mol L' de Na,SO., submetido a uma
densidade de corrente de 20 mA cm™, durante 120 minutos de eletrolise, com um consumo
energético de 34,80 kWh m>; e

- usando os eletrodos de Ti/RuO,TiO, e de Ti/RuO,IrO,TiO; em meio de 0,05 mol L de
Na,SO4 e 0,05 mol L' de NaCl, submetido a uma densidade de corrente de 20 mA cm?,
durante 120 minutos de eletrolise, com um consumo energético de 30,24 kWh m> e 30,99
kWh m™, respectivamente.

As andlises fisico-quimicas e a compara¢do com o meio de cultivo controle mostraram
que a inviabilizagdo celular das leveduras ocorreu de fato pelo tratamento eletrolitico, ndo
sendo influenciadas por condi¢cdes quimicas e ambientais.

Uma possivel rota para o mecanismo de eletroxidagdo ¢ a eletroporagdo da membrana
e parede celular, ocasionando a entrada de substancias tdxicas para dentro da célula, como
também a saida de substancias importantes para a manutencao de sua viabilidade celular.

Em termos de remog¢do da matéria organica, durante os 120 minutos de eletrolise
necessarios para a inativacao de 100% das leveduras, as melhores condi¢des experimentais
foram obtidas em meio de 0,05 mol L de Na,SO. e 0,05 mol L™ de NaCl, usando o eletrodo
de Ti/Ru0,IrO,TiO, a uma densidade de corrente aplicada de 20 mA ¢cm™, promovendo uma
remogao de 88% de COT em 360 minutos de eletrdlise.

Portanto, os estudos mostraram que o uso dos ADEs sdo eficientes na inativagdo das
leveduras S. cerevisiae, sendo o método de desinfec¢do utilizado neste trabalho uma

alternativa para a inativagdo de microrganismos presentes em aguas e efluentes.
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