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RESUMO

A contaminacdo da agua por bactérias oferece risco a saude da populacdo e
demonstra a necessidade da melhoria no processo de tratamento da agua fornecida.
A Fotocatélise tem sido estudada como tratamento de agua para desinfeccdo e
remocao de contaminantes, evitando o uso de reagentes e outros métodos que podem
ser prejudiciais a longo prazo. Nesse sentido, ha a necessidade de se avaliar os
fotocatalisadores como o Ti/TiO2 nanoporoso a fim de se obter a eficiéncia e melhoria
na remoc¢ao de contaminantes pela fotocatélise. Desse modo, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a aplicacdo do eletrodo de Ti/TiO2 nanonoporoso obtido pelo
meétodo de sol-gel e dip-coating na fotocatélise de agua contaminada com Escherichia
coli. A partir dos tratamentos realizados de 0 a 180 minutos, foram retiradas aliquotas
para avaliagcao por espectroscopia em 600 nm, pela qual verificou-se 99% de remogao
nos primeiros 30 minutos, enquanto na fotolise obteve-se 98% de remocao a partir
dos 60 minutos. Esse resultado foi confirmado pelo crescimento em placas, pelo qual

observou-se os efeitos do tratamento as colonias remanescentes.

Palavras-chave: Fotocatalise; Escherichia coli; tratamento de agua; TiOz2.



ABSTRACT

Water contamination by bacteria addresses a threat to public health and indicate the
quality in water treatment process. Photocatalytic processes have been reported as an
efficient method to improve water disinfection and removal of other contaminants in
water. Photocatalysts such as TiO2 and others are evaluated to the improvement of
the photocatalysis. Thus, this study discusses photocatalytic treatment of water
contaminated with Escherichia coli using nanoporous Ti/TiO2 as photocatalyst, which
was obtained by sol-gel and dip-coating methods. The treatment was evaluated by
sampling aliquots from 0 to 180 minutes and analyzing by spectroscopy at 600 nm. In
the first 30 minutes, approximately 99% of removal was achieved, while photolysis
achieved 98% after 60 minutes. These results were confirmed by bacteria growth on

plates were the effects of the treatment on the remaining colonies were observed.

Keywords: Photocatalysis; TiO2; Escherichia coli; water;
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1 INTRODUCAO

A qualidade da agua € um fator fundamental para a saude da populacéo, uma
vez que a aplicacdo do tratamento adequado auxilia na eliminagcdo de patdgenos
como bactérias, virus, protozoarios e helmintos relacionados a doencgas de veiculagédo
hidrica, permitindo a prevencao e o controle de enfermidades como diarreias agudas,
hepatites, leptospirose e outras (Brasil, 2006; Brasil, 2024; Viana et al., 2022).

Nesse sentido, alguns parametros devem ser avaliados para atestar a
qualidade da agua para consumo humano a partir de caracteristicas organolépticas,
fisico-quimicas e microbiologicas (Brasil, 2021). Um dos indicadores utilizados trata-
se da Escherichia coli, uma bactéria encontrada em fezes humanas e animais, de
modo que sua detec¢cdo em amostras indica a deficiéncia nas condi¢des de higiene e
saneamento, 0 que pode também apontar a presenca de outros microrganismos
patogénicos (Matthiensen et al., 2014).

Com o objetivo de eliminar os riscos de contaminacgdes, a Portaria do Ministério
da Saude N° 888, de 04 de maio de 2021 recomenda a aplicacdo do processo de
cloracdo, um dos mais utilizados para a desinfeccéo de agua. Entretanto, a adicdo de
cloro a agua pode causar danos a saude, pois reage com compostos organicos
presentes em solucdo gerando compostos com potencial carcinogénico, associados
a cancer de intestino grosso, cancer de estbmago, cancer retal e térax (Meyer, 1994;
Alvarenga, 2010).

Desse modo, se faz necessario o desenvolvimento de métodos alternativos
capazes de realizar a descontaminacao com eficiéncia, sendo um deles a fotocatélise
heterogénea, que utiliza semicondutores e luz para gerar espécies reativas de
oXigénio, que ao interagir com componentes organicos como os da parede celular
bacteriana podem levar a morte celular (Nogueira; Jardim, 1998; Rizzo et al., 2007).
Um dos semicondutores mais utilizados é o dioxido de titanio (TiO2) por apresentar
alta fotoatividade, ser atoxico e de baixo custo, além de que suas diferentes
morfologias e métodos de obtencdo podem aumentar sua eficiéncia (Nogueira;
Jardim, 1998; Navidpour et al., 2023).

A fotocatalise heterogénea € um Processo Oxidativo Avancado (POA) que
produz radicais hidroxilas e outras espécies reativas a partir da ativagdo de um

semicondutor ou fotocatalisador pela luz, pois ao absorver fétons ocorre a promogéao
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de elétrons da banda de valéncia para a banda de conducéo, gerando um potencial
positivo, que é capaz de quebrar moléculas de agua adsorvidas na superficie do
fotocatalisador para produzir OH" e H* (Nogueira; Jardim, 1998).

Para a eficiéncia desses métodos, sdo verificados parametros como a
concentracdo de oxidantes, a forma cristalina do TiO2, método de preparacéo, pH e
temperatura; diante dessa avaliacdo, observa-se que muitas publicacoes
demonstraram a eficiéncia da aplicacdo da fotocatélise utilizando o semicondutor
citado para remocdo de microrganismos e outras matérias organicas da agua
(Teixeira; Jardim, 2004; Gamage; Zhang, 2010).

Outros fatores fundamentais séo a imobilizacdo do semicondutor e a influéncia
das caracteristicas do meio reacional e da espécie a ser oxidada, visto que é
necessario haver o contato entre a luz, as particulas do fotocatalisador e os
microrganismos (Ribeiro, 2005).

A imobilizag&o do TiO2 € obtida através da obtencdo da nanoparticula desse
semicondutor, que possibilita a reutilizacdo do eletrodo sem a perda de suas
propriedades, e assim nao requer etapas adicionais de remocéao do TiO2, como ocorre
guando € usado em suspensédo (Nyamukamba et al., 2016; Ameta et al., 2018; Simon
et al., 2018).

Tendo em vista as vantagens da metodologia elencadas na literatura e a
importadncia no desenvolvimento de alternativas para o tratamento de agua, foi
proposto neste trabalho o estudo da fotocatélise empregando o eletrodo de Ti/TiO2

nanoporoso para remocédo de E. coli da agua.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PROCESSOS OXIDATIVOS AVANCADOS

Os processos oxidativos avancados tém como objetivo a formacao de espécies
reativas para reagir com um analito, modificando sua estrutura a partir de reacdes de
oxidacdo, de forma que essa substancia tenha sua toxicidade reduzida ou seja
totalmente destruida (Comninellis et al., 2008).

Nesse sentido, uma das principais vantagens associadas ao uso dos POAs é a
degradacdo do contaminante, junto a possibilidade de sua associacdo a outros
métodos, inclusive os convencionais e bioldgicos para otimizar todo o processo de
remocao (Nascimento et al.,, 2017). Os POAs aplicados ao tratamento de agua e
efluentes podem ser dos tipos quimicos, fotoquimicos e eletroquimicos (Oturan;
Aaron, 2014).

Os diferentes processos podem gerar agentes oxidantes como o radical alcoxila
(RO"), anion superoxido (O2*) e, principalmente, o radical hidroxila (OH), que é
altamente oxidante (Saravanan, 2022). O radical hidroxila reage com o substrato por
mecanismos de abstracdo de hidrogénio, adicdo e transferéncia de elétrons até que
ocorra a mineralizacdo completa em CO2, H20 e acidos minerais (Braun; Oliveros,
1997).

Devido a essa propriedade, aplicacdo dos POAs tem sido amplamente
estudada para degradacdo de contaminantes como pesticidas, corantes,
medicamentos e outras substancias (Malato et al., 2003; Paschoal; Anderson; Zanoni,
2009; Perondi et al, 2020; Malakootian et al., 2020; Sivaranjani et al., 2023; Vinayagam
et al., 2024; Cordeiro et al., 2024).

2.2 FOTOCATALISE

A fotocatalise pode ser definida como uma reacéo que se inicia ou tem cinética
melhorada a partir de uma radiacdo eletromagnética, como a ultravioleta ou visivel,

incidida sobre um semicondutor ou fotocatalisador, responsavel por absorver e
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transformar a energia advinda da luz e os reagentes envolvidos na reacao (Braslavsky
et al., 2011).

Os semicondutores sé&o caracterizados pela separacao entre as bandas, que
ao ser irradiado, promove o fluxo de elétrons entre elas, formam pares de elétrons e
lacunas com alta energia, causando sua condutividade elétrica (Kubacka; Fernandez-
Garcia; Colon, 2012; Nascimento et al., 2017).

A interacdo entre o semicondutor e o substrato pode ocorrer de quatro
maneiras, a depender do equilibrio, das estruturas eletrbnicas e morfolégicas do
semicondutor e dos potenciais de reducédo dos substratos (Ramelli, 2021; Ameta et
al., 2018):

a) Quando o potencial redox do substrato € menor que a banda de
conducdo do semicondutor, ocorre a reducdo do substrato;

b) guando o redox do substrato é maior que a banda de valéncia do
semicondutor ocorre a oxidacdo do substrato;

C) guando o redox do substrato maior que a banda de conducé&o e menor
gue a banda de valéncia do semicondutor ndo ocorre reacao;

d) guando o redox do substrato € menor que o da banda de conducéo e
maior que o da banda de valéncia pode ocorrer tanto a oxida¢ao quanto a reducao.

A Figura 1 demonstra um esquema da fotoativacéo do TiO2, onde verificam-se
as bandas de valéncia e a geracao do elétron e da lacuna a partir da energia absorvida
da irradiacao ultravioleta.

Figura 1 — Esquema da fotocatalise em TiOo.

Enerpy (eV)
adsorption
-0.]- ’ reduction ( ox + ne " —=red )
( d Ey conduction
band e
+1 ! MUV (%< 400 nm )
£ <
+)—
valence ¢ //H\ oxidation ( red —= ox +ne’)
e +3. 0= e TR - k
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TiQ, particle

Redox Potential (V)
(/ENH)

Fonte: Herrmann (1999).
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Na banda de valéncia, a geracdo de lacunas pode formar OH ou o OH- é
formado pela decomposicdo da agua; ja a banda de conducéo leva a reducédo do
oxigénio molecular a anion peréxido, que na presenca de moléculas organicas forma
perdxidos organicos ou peroxido de hidrogénio (Ramelli, 2021).

Os semicondutores podem estar no meio reacional de dois modos:
heterogéneo, quando o semicondutor se encontra em p6 suspenso ou imobilizado em
uma superficie, em fase separada da agua ou outra solugéo; ou homogéneo, em que
suas moléculas se encontram dissolvidas na solu¢do (Zhu; Wang, 2017).

A fotocatalise homogénea apresenta uma desvantagem em relacdo a
heterogénea, que se trata da etapa adicional para separacao do semicondutor do meio
apos o tratamento (Zhou; Liu; Schmuki, 2017). Desse modo, o presente trabalho
aborda a aplicacdo da fotocatalise heterogénea, utilizando o semicondutor
imobilizado.

A fotocatalise heterogénea envolve cinco etapas independentes (Herrmann,
1999):

1) Os reagentes ou substratos sdo transferidos da fase fluida para a
superficie do eletrodo;

2) Adsorcédo de pelo menos um dos substratos dependendo do potencial
redox;

3) Reacéo na fase adsorvida,

4) Dessorc¢ao dos produtos;

5) Remocao dos produtos da regido interfacial.

Para isso, parametros como concentracdo, area de superficie, intensidade da
luz, comprimento de onda, estrutura do fotocatalisador, tamanho de particula e outros
devem ser avaliados para a eficiéncia da fotocatalise. Um exemplo esta na alta
concentracdo da substancia a ser degradada que pode interferir na irradiacéo total de
todos os sitios do semicondutor, prejudicando a fotoativacdo; assim como é
necessario o estudo da concentragcdo para evitar interferéncia na adsorcdo do
substrato na superficie (Li; Yu; Jaroniec, 2016; Li, Yu, Jiang, 2020; Singh et al., 2021).

A fim de otimizar os processos fotocataliticos, muitos estudos tém investido na
modificacdo do semicondutor, visando alterar junto da morfologia as propriedades
relacionadas a atividade fotocatalitica como a area de superficie e consequente
melhor captacéo da luz (Reghunath; Pinheiro; KR Devi, 2021).
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2.3 ELETRODOS DE NANOPOROS DE DIOXIDO DE TITANIO

O dioxido de titanio € normalmente encontrado nas formas cristalinas rutilo,
anatase e brookite (Speight, 2017; Nogueira; Jardim, 1998).

A depender da estrutura do TiO2 suas propriedades O&pticas possuem
particularidades no que se refere a absorcdo dos comprimentos de onda,
principalmente na regido do ultravioleta (UV), e energia de band gap (a banda de
transicdo entre as outras bandas): a do rutilo € de 3,0 eV e a da anatase é de 3,2 eV
(Gupta; Tripathi, 2011).

Essa absorcao limitada a apenas uma regido do espectro leva ao interesse na
obtencéo de estruturas do TiO2 que melhorem as propriedades 6pticas e elétricas que
influenciam a atividade fotocatalitica (Ali et al., 2018). Um dos métodos utilizados trata-
se da sintese de nanoestruturas, baseando-se em justificativas como o aumento do
band gap, da duracdo dos elétrons fotogerados e da area de superficie (Yu et al.,
2014).

Uma estrutura contendo poros conectados entre si, por exemplo, pode auxiliar
na transferéncia do contaminante entre os sitios presentes nas superficies e poros,
melhorando a dissolucao e a area de contato favorecendo a reacdo com as espécies
reativas visto que ocorre um efeito de aprisionamento entre as particulas (Reghunath;
Pinheiro; KR Devi, 2021; O’Hayre et al., 2007).

Os nanoporos de TiO2 podem ser sintetizados a partir de métodos como sol-
gel, que envolve a dissolucdo de um precursor em um solvente posteriormente
convertido em gel por calor ou agitacéo até a hidrélise, a depender das propriedades
e aplicacdes desejadas (Bokov et al., 2021). A deposicéo do gel é feita pelo processo
denominado de “dip-coating”, uma alternativa econémica e simples, que consiste na
imerséo do filme em uma superficie (Santiago, 2013). Essa € uma etapa crucial para
a formacédo da nanoparticula, devendo-se considerar o tempo de mergulho da placa
no gel para obtencdo de comprimento e uniformidade do filme depositado (Ali et al.,
2018).
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2.4 CARACTERISTICAS GERAIS DA Escherichia coli E APLICACAO DA
FOTOCATALISE PARA REMOCAO DE BACTERIAS

A E. coli pode ser encontrada residindo no intestino humano e animal como um
comensal benigno, entretanto, algumas cepas da E. coli podem ser patogénicas e
causar infeccdo grave seja intestinal como diarreia e disenteria, infeccdo urinaria ou
meningite (Kaper; Nataro; Mobley, 2004; Martinson; Walk, 2020; Ramos et al., 2020).

Essa bactéria é classificada como Gram-negativa a partir da coloragdo de
Gram, uma reacdo baseada na diferenca de composicdo da parede celular e a
capacidade de retencdo do complexo formado pelo corante, desse modo, na
observacdo por microscopia as células de E. coli apresentam-se em bacilos corados
em rosa (Tortora; Funke; Case, 2012).

A principal diferencga da parede celular de bactérias Gram-negativas se trata de
uma fina camada de peptideoglicano, um polissacarideo que confere rigidez a
membrana, assim como a ligacdo entre essas moléculas constituintes também difere
entre Gram positiva e negativa e entre espécies bacterianas (Madigan et al., 2016). A
Figura 2 apresenta as diferengas estruturais mencionadas entre uma bactéria Gram-

positiva e uma Gram-negativa.

Figura 2 — Diagrama esquematico de paredes celulares (a) Gram-positivas e (b)

Gram-negativas.
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Fonte: Madigan et al. (2016).
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Outra caracteristica da E. coli € a sua motilidade oriunda dos flagelos,
estruturas proteicas, que rotacionam para que a célula nade de um local a outro
(Madigan et al., 2016). Essa capacidade de locomocé&o da E. coli permite o seu
crescimento, sobrevivéncia e resisténcia a antimicrobianos (Partridge et al., 2019).

Tanto a membrana quanto a parede celular e outros componentes estruturais
das células bacterianas sdo alvos das espécies reativas produzidas durante a
fotocatalise. Carré et al. (2014) avaliaram os efeitos do uso de TiO2z sob a luz UV em
lipidios e proteinas de E. coli, e observaram que a depender do tempo de irradiacdo e
da concentracdo do fotocatalisador ocorreu modificacdo principalmente nos
conteudos proteicos e lipidicos de membrana devido o contato direto com o TiOz,
porém, outras proteinas e acidos nucleicos também foram oxidados.

As diferencas da citotoxidade da fotocatalise para bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas pode ser observada por Ferreira e Daniel (2004), Ribeiro (2005) e Liu
et al. (2021): o primeiro trabalho obteve limitacdo na aplicacdo da fotocatalise com
TiO2 para Clostridium perfringens, uma bactéria Gram-positiva que se mostrou mais
resistente enquanto para E. coli o método de desinfeccao foi mais eficiente. Ja Ribeiro
(2005) e Liu et al. (2021) avaliaram a resposta de Staphylococcus aureus e
compararam com a inativacdo da E. coli e, da mesma maneira, verificaram que a
primeira foi mais resistente a fotocatélise, visto que também se trata de uma bactéria
Gram-positiva cujas camadas de peptideoglicano promovem espessura maior da
parede celular, retardando a acéo dos radicais oxidantes.

Por outro lado, Moreno et al. (2024) destacaram a necessidade de evidéncias
guanto ao papel do peptideoglicano para a inativacdo microbiana, uma vez que o0s
resultados obtidos apontaram a diferenca nas taxas de inativacéo e a nao linearidade
entre os dois tipos de bactérias, no entanto, as bactérias Gram-positivas puderam ser
eliminadas lentamente. Outro dado observado foi que tanto para Gram-negativas
guanto para Gram-negativas a inativagao se tornou mais lenta ao fim do tratamento,
0 que pode corresponder a uma adaptacao da bactéria em resposta ao estresse ou
competicdo entre os residuos liberados pela lise celular para reagir com os radicais

gerados.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a desinfec¢éo de agua contaminada com E. coli a partir da aplicacao

de fotocatalise usando o eletrodo de Ti/TiO2 nanoporoso.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a eficiéncia da técnica de fotocatalise utilizando eletrodos de nanoporos
de Ti/TiO2 na oxidacdo da matéria organica presente na agua contaminada com
Escherichia coli.

Avaliar e comparar a remocao da E. coli na presenca e auséncia do eletrodo a

fim de avaliar a eficiéncia da técnica.
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4 METODOLOGIA

4.1 PREPARO DO FOTOELETRODO DE TI/TIO2 NANOPOROSO

Placas de titanio foram recobertas com filmes de diéxido de titanio a partir de
uma suspensao depositada por dip-coating, utilizando-se suspenséo aquosa dialisada
do oxido. Tais suspensfes foram preparadas pelo processo sol-gel utilizando-se
Tetraisopropoéxido de titanio (Aldrich) que foi adicionado a uma solucdo de acido nitrico
em agua deionizada (Milli-Q) de tal modo que a razdo molar seguiu a seguinte relacao:
Ti: H+:H20 — 1:0,5:200 conforme metodologia descrita por Paschoal et al. (2009).

Em seguida, o precipitado obtido foi agitado continuamente até a obtencédo de
uma suspensao estavel e entdo dialisado com membrana Micropore (3500MW) em
agua deionizada até que o pH chegasse em torno de 3,5.

Para a confeccdo dos fotoeletrodos, foram utilizadas placas de Titanio.
Inicialmente as placas foram submetidas a desgaste mecéanico, utilizando lixas de
granulometrias de 320, 220, 400, 800 e 1200; apos isso, foram lavadas com acetona
e depois, alcool etilico em banho de ultrassom, durante 20 minutos em cada e, entao,
lavadas com agua destilada e levadas novamente para ultrassom por 20 minutos, e
secas a temperatura ambiente.

O filme fino foi depositado imergindo as placas na suspenséo do semicondutor
e retirando-o0 a uma velocidade constante com auxilio de uma polia, método de dip-
coating. Depois de seco a temperatura ambiente, o eletrodo foi calcinado a 450°C por
trés horas, completando um ciclo. Trés ciclos (ou banhos) de dip-coating adicionais

foram completados para que as placas estivessem prontas para uso.

4.2 PREPARO DA CEPA BACTERIANA E CONDICOES DA CULTURA

As cepas de E. coli ATTC 25922 foram inoculadas em agar Luria-Bertani, Miller
(LB) e levadas a estufa por 24h a 37 °C. Para cada tratamento fotocatalitico as células
bacterianas eram inoculadas em novas placas e incubadas nas condi¢des citadas.

O preparo da suspensao era feito a partir de uma porcédo de uma ou mais

colonias retiradas com alca bacteriologica e transferidas para agua destilada
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esterilizada até obtencdo de concentracdo em aproximadamente 108 unidades
formadoras de colénia (UFC)/mL, avaliada pela densidade optica em 600 nm (ODsoo),
com auxilio de espectroscopia UV-Vis, conforme metodologia adaptada de Verdier et
al. (2014).

4.3 TESTE DE FOTOATIVIDADE DOS ELETRODOS

Os experimentos de fotoatividade do eletrodo de Ti/TiO2 nanoporoso foram
realizados utilizando voltametria linear, analisando a resposta do eletrodo no intervalo
de potencial de -0,6 V a +1,0V, com velocidade de varredura de 10 mV.s™.

O eletrélito utilizado foi uma solucdo de 0,1 mol.L! de Na2SQOs, pH =7 na
presenca e na auséncia de luz, aplicando o eletrodo como eletrodo de referéncia o
Ag/AgCl.

4.4 TRATAMENTO FOTOCATALITICO

Os experimentos de fotocatalise foram realizados em célula com capacidade
para 250 mL, com insercao dos eletrodos de trabalho, os Ti/TiO2 nanoporosos de 3 e
4 ciclos, os quais foram posicionados a uma distancia de 2 cm de um bulbo de quartzo,
contendo a lampada de vapor de mercurio de 125 W. A Figura 3 apresenta o esquema

do reator fotocatalitico utilizado para os experimentos.

Figura 3 - Representacdo esquematica de reator fotocatalitico de um

compartimento.

] 1 - Eletrodo de trabalho;
4 \\—) 2 - Bulbo de quartzo e lampada;
3 - Entrada de agua;

~—_ =~ 4 saidadedgua.

Fonte: elaboracao prépria.
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O sistema foi refrigerado por banho termostatizado pela circulacéo externa de
agua e a temperatura mantida em 19°C.
A solucao foi irradiada com a lampada e ficou em contato com o eletrodo, sendo

agitada com agitador magnético durante os 180 minutos de tratamento fotocatalitico.

4.5 AVALIACAO DO METODO FOTOCATALITICO

Amostras de 0,1 ml foram retiradas periodicamente nos intervalos de tempo de
tratamento controlados: tempo inicial (sem tratamento), ap6s 5 minutos, 10 minutos,
15 minutos, 20 minutos, 30 minutos, 60 minutos, 90 minutos, 120 minutos, 150 minutos
e 180 minutos. Cada amostra foi semeada em agar nutriente utilizando a técnica de
espalhamento em superficie com alga de Drigalski.

Imediatamente apds a propagacédo, as placas foram incubadas a 37°C e as
colénias observadas e contadas apds 24h. Experimentos fotocataliticos foram
realizados em triplicata, para verificar a reprodutibilidade dos resultados.

O controle bacteriano consistiu em: controle da placa, contendo apenas o agar
LB, para verificar contaminacdo; a agua que seria utilizada, para verificar a
esterilidade; e o tempo 0, sendo a agua inoculada com as colénias bacterianas para
comparar o crescimento sem tratamento.

Além disso, aliquotas da solucdo em cada tempo foram submetidas as anélises
de espectroscopia UV-Vis e as absorbancias obtidas, em 600 nm, foram anotadas
para plotar os gréaficos de velocidade cinética e porcentagem de remocao.

A fotolise foi realizada para comparar a eficiéncia da técnica de fotocatalise no
gual somente a luz é inserida no reator sem o eletrodo de Ti/TiOz2.

Uma solugdo sem tratamento foi realizada também, ou seja, a solugéo foi
preparada e néo foi submetida nem a fotololise nem a fotocatalise a fim de simular o

gue ocorre in hatura com a agua contaminada com E. coli ATTC 25922.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ESTUDO DA FOTOATIVACAO DOS ELETRODOS DE TI/TIO:
NANOPOROSOS

Os experimentos de voltametria linear foram conduzidos para caracterizar a
fotossensibilidade dos eletrodos nanoporosos de Ti/TiO2 obtidos pelo método sol-gel.
A partir da curva de fotocorrente-potencial demonstradas na Figura 4 verificou-se que
na auséncia de luz a fotocorrente obtida foi negligenciavel, enquanto com a exposi¢ao
a radiacdo UV houve um aumento em potencial acima de -0,5 V vs. Ag/AgCl. Isso
demonstra que durante a auséncia de luz UV o eletrodo tem atividade como catodo,

engquanto na presenca dela, sua funcéo passa a ser de anodo (Paschoal, 2008).

Figura 4 - Curvas de fotocorrente-potencial obtidas para os eletrodos de Ti/TiO2 vs.
Ag/AgCl em Na2S04 0,1 mol.L%, pH = 7,0.
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Fonte: autora, 2024.

Além disso, observa-se que a corrente aumentou do eletrodo de 2 ciclos para
o eletrodo de 3 ciclos, enquanto para o eletrodo de 4 ciclos ndo se obteve linearidade
em relacdo a area de superficie do filme depositado e 0 niumero de ciclos realizados,
indicando a ocorréncia de gradientes de areas ativas ou diferentes morfologias do
TiO2 presentes no filme; € possivel que a maior espessura do filme formado diminua
a fotocorrente devido a perda de contato elétrico com o substrato (a placa de Ti)
(Kityakarn et al., 2012).
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Quando o filme € depositado em camadas mais grossas, a formacéo de radical
hidroxila é reduzida em razédo da profundidade onde as lacunas se encontram, de
maneira que elas precisem chegar até a superficie para que as reagdes ocorram
(Harrison et al., 2003 apud Ribeiro, 2005).

A curva referente ao 3° ciclo com luz apresentou a melhor fotoatividade, de
modo que esse eletrodo foi o escolhido para as analises fotocataliticas da agua

contaminada com E. coli.

5.2 OXIDACAO FOTOCATALITICA DA E. coli EM AGUA UTILIZANDO OS
ELETRODOS DE Ti/TiO2 NANOPOROSOS

Os testes de fotocatalise foram realizados com suspenséao bacteriana de E. coli
ajustada para concentracéo de 0,424 (3x108 células/mL em ODsoo) em agua destilada
autoclavada, de 0 a 180 minutos. Foram utilizados, como eletrodos de trabalho, os
dois eletrodos de Ti/TiO2 nanoporosos. O tempo de tratamento fotocatalitico foi de 180
minutos.

O grafico representado na Figura 5 demonstra o decaimento nos valores de
absorbancia da E. coli no decorrer de 180 minutos de tratamento fotocatalitico. Nela,
pode-se observar que a concentracao de E. coli, inicialmente ajustada para 0,424 de
absorbancia sofre uma reducdo para 0,003 ap6s os 30 minutos de tratamento

fotocatalitico.

Figura 5 - Grafico de tempo vs. absorbancia da fotocatalise utilizando dois eletrodos.
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Fonte: autora, 2024.
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O parametro para avaliar a eficiéncia do tratamento foi a absorbancia
correspondente a cada tempo, em que foi calculada a relacdo absorbancia (Abs) final
e absorbéancia inicial, conforme a Equacéo de remocao = (AbSinicial - ADSfinal) + AbSinicial
x 100% (Paschoal, 2008b).

A Figura 6 apresenta o percentual de remocédo durante os 180 minutos de
tratamento. Pode-se verificar que houve 99,29% de remocdo da E. coli apos 30
minutos, 0 que corrobora com a literatura, em que foi obtida reducéo aproximada de
99,9% e 100% em cerca de 20 a 40 minutos, a depender da modificacdo do eletrodo
de TiO2 e das condi¢cdes experimentais (Carré et al., 2014; Adhikari et al., 2018;
Kuliesiene et al., 2020).

Figura 6 - Grafico de taxa de remocéao de E. coli utilizando o eletrodo de nanoporos
de Ti/TiOx.
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Fonte: autora, 2024.

A partir da inoculacdo em placas de cada aliquota correspondente aos tempos
de tratamento, verificou-se as caracteristicas das colonias advindas da suspensao
submetida a fotocatalise nos mesmos intervalos de tempo.

O resultado expresso pela absorbancia confirma o observado nas placas
apresentadas na Figura 7, uma vez que se observa que a placa do tempo inicial
demonstra um crescimento incontavel de colbnias bacterianas, enquanto as placas
dos tempos sucessivos se tém reducdo para 7 unidades apdés 10 minutos, até
nenhuma colbnia correspondente aos 20 minutos, 60 minutos e 150 minutos e o

crescimento discreto apos 180 minutos.
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Figura 7 - Fotos das placas inoculadas com as aliquotas da suspensao bacteriana

de E. coli em agua submetidas ao tratamento fotocatalitico de 0 a 180 minutos.

30 minutos 60 minutos

180 minutos

Fonte: autora, 2024.

Apesar de a cepa utilizada para os experimentos apresentar grande formacéo
de biofilme em &gar LB, a amostra controle ou Tempo Inicial (TO) ndo apresentou o
biofilme nas condi¢des aplicadas (Crémet et al., 2013; Naves et al., 2008).

Foi possivel perceber que o crescimento apds os primeiros intervalos de
tratamento passa a ter forma conhecida como coroa (crowning), melhor observada
nos 15 e 30 minutos; essa ocorre quando os flagelos da bactéria ndo realizam suas
funcdes adequadamente devido as condicbes do meio, ou seja, das espécies geradas
pelo tratamento fotocatalitico tendo acéo de inibicdo de crescimento ou inativagcéo das
células bacterianas a partir de alteragbes moleculares que aumentam a fluidez da
membrana e comprometem a integridade celular (Goméz-Gomez; Amils, 2014; Carré
et al., 2014).

Outro dado poderia ser a ocorréncia do swarming, um comportamento de
migracao em resposta a uma sinalizagdo para alcancar nutrientes no meio ou escapar
de espécies reativas de oxigénio (Neto; Pereira; Silva, 2020; Verstraeten et al., 2008).
Uma hipotese é que as bactérias passam a expressar genes em resposta as
condi¢cdes ambientais para que seja possivel produzir proteinas de membrana a fim
de manter a sua integridade e funcionalidade, assim como passam a produzir também
as proteinas constituintes dos flagelos, responsaveis pela motilidade gerando seu
transporte no meio de cultura (Zhang et al., 2019).
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E importante ressaltar que o efeito do tratamento em diferentes tempos pode
nao necessariamente destruir e/ou modificar a funcionalidade de proteinas, lipidios e
outras moléculas importantes para a sobrevivéncia da E. coli, mas altera essas
estruturas podendo induzir a produgdo de outras isoformas funcionais como
mecanismo de resisténcia ao tratamento (Carré et al., 2014; Zhang et al., 2019;
Kearns, 2010; Marti et al., 2017; Leung et al., 2016).

Identifica-se ainda que apesar da diminui¢céo, algumas culturas continuaram a
apresentar crescimento, o que pode indicar a resisténcia da cepa ao tratamento ou a
limitacdo nas metodologias aplicadas, como os fatores determinantes do sucesso da
fotocatalise, da sensibilidade do meio utilizado para cultura e do mecanismo de
geracédo bacteriano (Adhikari et al., 2018; Sezonov; Joseleau-Petit; D’Ari, 2007).

Um dos mecanismos de protecdo da célula contra o estresse causado pelo
tratamento € a producao de substancias antioxidantes para reagirem com as espécies
reativas produzidas na superficie do eletrodo durante a fotocatalise. Para garantir a
efetividade do tratamento contra esses mecanismos e atingir a morte celular, seria
necessario avaliar a producao de radicais hidroxilas para gerar um desequilibrio entre
as substancias antioxidantes produzidas pela E. coli e as espécies reativas (Rockicka-
Konieczna et al., 2021).

A discordancia visualizada entre a absorbancia e a cultura em placa
correspondente aos 15 minutos, 30 minutos, 90 minutos, 120 minutos e 180 minutos
pode estar relacionada a capacidade de algumas bactérias de serem reativadas e
retornarem ao seu metabolismo normalizado quando as condi¢cdes ambientais sao
favoraveis ao crescimento bacteriano (Ribeiro, 2005; Oliver, 2010; Wang et al., 2016).

Diante disso, poderiam ser realizados testes para avaliar a viabilidade da E. coli
pelo uso de Resazurina, que auxilia a determinar metabdlitos bacterianos, assim, seria
atestada a eficacia do tratamento ap6s os 180 minutos de tratamento, como um
método auxiliar & contagem em placas ou mesmo substituindo-a, ja que pode ser mais
simples e de custo menor que o uso de placas (Scimone et al., 2021).

Entretanto, a avaliagdo do crescimento da E. coli em placas sem a sua
submissédo a fotocatalise auxiliou a considerar a eficiéncia do método, pois verificou-
se o crescimento normal durante os 180 minutos contra a reducdo do crescimento
apos o tratamento fotocatalitico. Tanto para a suspensao em agua, quanto para a
inoculacdo no caldo LB apresentaram crescimento incontavel nas placas, conforme

pode ser visto na Figura 8.
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Figura 8 - Fotos das placas inoculadas com E. coli sem tratamento em a) agua e b)
LB durante 180 minutos apos 24h incubadas a 37°C.
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Fonte: autora, 2024.

5.3 ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS METODOS DE FOTOCATALISE E
FOTOLISE

A fim de identificar a eficiéncia da fotocatalise utilizando os eletrodos de Ti/TiOz,
foram investigados o tratamento apenas com irradiacdo UV (fotolise) e o tratamento
de fotocatalise irradiada, usando luz UV e o eletrodo de filme nanoporoso de Ti/TiOx.

As aliquotas das solugdes fotocatalisadas e fotolisadas foram retiradas em
intervalos de tempo controlados e analisadas por espectroscopia UV-Vis no
comprimento de onda de 600 nm, antes e apds os 180 minutos de tratamento, para
verificar e comparar o decaimento de absorbancia, correspondente a concentracao de
E. coli, em relacéo ao tempo de reacéo.
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Como pode ser observado na Figura 9, apés os 5 minutos de tratamento
fotocatalitico obteve-se cerca de 93,6% de remocéo de E. coli, jA para 0 processo
fotolitico a remocéo foi de 70,65% e, apés 20 minutos de tratamento, observa-se
aproximadamente 99% de remocdao pelo processo fotocatalitico, enquanto o fotolitico

levou cerca de 60 minutos para atingir 98% de remocao.

Figura 9 - Grafico absorbancia vs. tempo comparativo dos tratamentos de fotélise e

fotocatalise.
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Fonte: autora, 2024.

A partir disso, identificou-se que a fotocatalise empregando os eletrodos de
Ti/TiO2 nanoporosos apresentou decaimento maior e em menor tempo quando
comparado com a fotélise, o que correspondeu ao verificado por Rodrigues, Zioli e
Guimaraes (2007). Logo, o tratamento utilizando a luz e o semicondutor foi mais
eficiente, principalmente nos primeiros minutos de tratamento.

O crescimento das aliquotas da suspenséo de E. coli submetidas ao tratamento
fotolitico demonstrou um padrdo semelhante aos de outros testes; destaca-se a
diferenca na placa apés 5 minutos de tratamento, em que comparado a fotocatalise,
observou-se uma reducdo de colbnias inferior, pois na fotocatalise foi possivel
visualizar coldénias mais isoladas. A Figura 10 apresenta o resultado da inoculacéo

das aliquotas nas placas.
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Figura 10 - Aliquotas da suspensao bacteriana de E. coli em agua inoculadas em
agar submetidas ao tratamento fotolitico de 0 a 180 minutos.
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Fonte: autora, 2024.

Os resultados em placa mostram inibigdo no crescimento significativa a partir
dos 30 minutos, em detrimento da capacidade da radiagcdo UV sozinha ser letal a
célula bacteriana (Vermeulen et al., 2008; Shibai et al., 2017). Observa-se também
gue as placas de 60 e 90 apresentaram novamente crescimento, enquanto as de 120
e 150 nao, indicando que as células podem ter entrado em estado viavel, porém néo
cultivavel (Oliver, 2010).

5.4 ESTUDO DA VELOCIDADE DE DEGRADACAO FOTOCATALITICA

A cinética de degradacéao de E. coli em dgua foi determinada através da relacao
entre In [A/Aq] vs. tempo de fotocatalise, onde os parametros foram o decréscimo da
absorbancia no comprimento de onda de 600 nm e 0s primeiros minutos de
fotocatalise.

Observou-se um decaimento onde pode-se caracterizar uma cinética de
pseudo-primeira ordem para a degradacédo da E. coli nas condigbes experimentais
aplicadas (Atkins; Trapp, 1994), de acordo com a Equacéo 1:

In(o) =kt (1)
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Onde A é a absorbancia da solucdo de E. coli em agua em um determiando
tempo, Ao € a absorbancia inicia e k & a constante de velocidade da reagédo, como

mostra a Figura 11.

Figura 11 - Grafico de In (A/Ao) vs. tempo de fotocatalise da suspenséo de E. coli em
agua com concentracao inicial ajustada para 0,424 no comprimento de onda de 600

nm, fotocatalisada por 180 minutos utilizando os eletrodos de TiO2 nanoporosos.

In (Abs/Abs0)
w
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Fonte: autora, 2024.

A partir destes dados, calculou-se que a constante de velocidade de oxidacéo
fotocatalitica foi de 0,2327/min, com R? = 0,963. Segundo a literatura, a equagédo pode
ser utilizada para comparar a eficiéncia da oxidagao, entretanto, ressalta-se que para
isso a taxa de remocao deveria ser constante durante todo o procedimento (Marugan
et al., 2008).

Segundo algumas avaliacdes, a inativacdo das células bacterianas pode néo
apresentar linearidade no inicio do tratamento, quando as bactérias sdo eliminadas
lentamente (Moreno et al., 2024). Por outro lado, o contrario pode ser verdadeiro, ou
seja, a taxa de remocao pode ser constante e desacelerar apds um longo periodo de
tratamento, quando a concentracdo bacteriana ja encontra-se reduzida (Marugan et
al., 2008; Cho; Chung; Yoon, 2003).

Desse modo, foi verificado pelos resultados obtidos que a oxidagao
fotocatalitica pode ser usada com sucesso para remoc¢ao de E. coli em agua. Para

isso, foi realizado o estudo da constante de velocidade de reagéo da suspensao de E.
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coli comparando ao tratamento fotolitico e a suspensdo em agua e em caldo sem

tratamento, demonstrado na Figura 12.

Figura 12 - Grafico de In (A/Ao) vs. tempo, se suspensao de E. coli em agua e em

caldo sem tratamento e com tratamento fotocatalitico e fotolitico. Concentracéo

inicial ajustada por absorbancia em
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Fonte: autora, 2024.

Pela analise da Figura 12, observa-se que foram obtidas rela¢gdes lineares tanto

para a fotocatalise, quanto para a fotélise, demonstrando que a oxidacao da E. coli

pelos dois tratamentos ocorre segundo uma cinética de pseudo-primeira ordem.

A Tabela 1 retne as constantes de velocidade para as aliquotas referentes a

cada tempo e tratamento; assim como a suspenséao de E. coli em agua e em caldo,

ambos sem tratamento.
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Tabela 1 - Constantes de velocidade (k) para a suspenséo de E. coli com
concentracao inicial ajustada em 0,424 no comprimento de onda de 600 nm para 0s

diferentes estudos realizados por 180 minutos. R? = Coeficiente de correlacéo linear.

A =600 nm
Método k / min R?
Sem tratamento, em agua 0,006 0,75
Sem tratamento, em caldo 0,0097 0,97
Fotolise 0,1325 0,9651
Fotocatalise 0,2327 0,9628

Fonte: autora, 2024.

A avaliacdo cinética de reacdo apresentada na Tabela 1 possibilita a
comparacdo entre as eficiéncias de inativacdo bacteriana. Observou-se que a
fotocatélise da suspenséo aquosa de E. coli teve uma constante de velocidade maior,
0 que corresponde ao decaimento da concentracdo de células bacterianas de forma
mais eficiente que a fotolise.

A diferenca entre a fotocatalise e a fotolise esta no uso de fotocatalisadores no
primeiro procedimento, que aumentam a producdo de radicais hidroxila (eOH)
contribuindo para o tratamento da agua pela acéo oxidante a partir da decomposicao
de componentes da membrana celular, o que altera sua permeabilidade, inibe sua
proliferacéo e pode levar a morte celular (Joost et al., 2015; Pigeot-Rémy et al., 2011,
Sekimoto; Gonda; Takayama, 2015).

Corroborando esses resultados, Neves et al. (2019) obteve uma constante de
velocidade de 0,1525, valor proximo ao obtido nesse estudo, utilizando um eletrodo
de fibra de vidro/TiO2 com o tratamento fotocatalitico realizado a 35°C.

Por outro lado, os valores das constantes de velocidade das suspensdes
bacterianas em agua e em caldo descritas na Tabela 1 demonstram que a
concentracéo de E. coli ndo é reduzida, mas aumenta, principalmente em caldo LB,
uma vez que esse fornece meio nutricional favoravel para o crescimento e ndo ha
estresse oxidativo causado pelo uso de irradiagdo UV nem pela aplicacdo de UV junto
ao eletrodo de Ti/TiO2 nanoporoso.

Desse modo, pode-se concluir a eficacia da fotocatélise aplicando o eletrodo
de Ti/TiO2 nanoporoso para a remocéo de E. coli em agua. De acordo com esses
resultados, verifica-se a aplicabilidade do tratamento visto que se obteve cerca de
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0,003 de absorbancia e poucas colonias remanescentes apds 0 tratamento
fotocatalitico.

Segundo a Portaria GM/MS n° 888/2021, o padréo de qualidade de 4gua para
consumo humano € a auséncia de E. coli em 100 mL de agua, o que pode ser
alcancado com o tratamento fotocatalitico a partir dos resultados obtidos e a

otimizacao dos parametros experimentais.



36

6 CONCLUSAO

Considerando os riscos a saude oferecidos pelos microrganismos presentes na
agua e as desvantagens dos métodos tradicionais de tratamento, o presente trabalho
teve como objetivo a aplicagcdo de eletrodos de Ti/TiO2 nanoporoso obtidos pelo
meétodo de sol-gel na fotocatélise para inativacao de E. coli.

A partir dos estudos realizados, verificou-se a eficiéncia do tratamento
proposto, uma vez que se obteve cerca de 99,3% de redugéo da concentragéo da
bactéria nos primeiros 30 minutos de tratamento.

Em comparacdo com o tratamento fotolitico, observou-se que a presenca do
semicondutor acelera a reacao de oxidagao das células bacterianas, pois na auséncia
do eletrodo, foram necesséarios 60 minutos para atingir 98% de remocdo da
concentracdo nas condi¢cOes avaliadas.

Além disso, foi possivel observar as caracteristicas das colbnias apds a
submissédo ao tratamento fotocatalitico em decorréncia aos efeitos causados por ele,
de modo que constatou-se que o eletrodo de Ti/TiO2 nanoporoso contribuiu para a
reducdo do crescimento de E. coli ap6s o tratamento.
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