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RESUMO

A contaminacdo biolégica de &guas superficiais destinadas ao abastecimento publico
representa riscos a saude humana. Dentre os protozodrios patogénicos, Cryptosporidium spp.
assume um importante papel, sendo relacionado a varios surtos de doencas de veiculacdo
hidrica. As tecnologias convencionais de tratamento de agua atendem aos parametros fisico
quimicos de potabilidade da agua, entretanto em algumas situacdes sdo ineficazes na remocao
de microrganismos patogénicos como o Cryptosporidium spp. Os Processos Oxidativos
Avancados (POAs) sdao uma alternativa de novas tecnologias que vem sendo estudadas e tem
apresentado importantes resultados na remogdo de agentes contaminantes e microrganismos
de recursos hidricos. O objetivo do presente estudo foi avaliar o processo de cavitacao
hidrodindmica na remocdo de oocistos de Cryptosporidium parvum em amostras de agua
ultrapura contaminadas experimentalmente em diferentes pressfes de entrada. As amostras de
4gua foram contaminadas com oocistos de C. parvum na concentracdo de 1 x 10°
oocistos/litro. Inicialmente foi realizada um ensaio piloto utilizando a pressdo de entrada de
7.0 bar no sistema de cavitacdo sendo coletadas amostras de 10 mL no tempo zero e a cada 10
minutos durante 60 minutos totalizando 7 amostras para analise e contagem de oocistos
através de citometria de fluxo e microscopia Otica. Posteriormente foram realizados os ensaios
utilizando as pressées de entrada de 1,0, 3,0 e 5,0 bar e realizadas as contagem das
concentracdes de oocistos no citometro de fluxo, uma vez que este se demonstrou eficaz na
quantificacdo. Os resultados obtidos demonstraram uma reducdo na quantidade de oocistos
em todas as pressdes utilizadas quando comparadas ao controle chegando a 73% de remocéo
de oocistos de C. parvum. As pressdes de entrada de 3,0 e 5,0 bar apresentaram um modelo de
cinética de primeira ordem relacionando a reducdo da concentracdo de oocistos e tempo de
exposicao das amostras a cavitacdo hidrodinamica. A pressdo de entrada 3,0 bar apresentou
um maior coeficiente k (0,01677). Esses resultados demonstram que o sistema de cavitacao
hidrodindmica se mostra uma alternativa promissora na remog¢do de oocistos de C. parvum

com possibilidades para o tratamento de &gua em pequena ou grande escala.

Palavras-chave: Cryptosporidium spp. , Cavitacdo Hidrodindmica, Citometria de Fluxo,

Recursos Hidricos e Processos Oxidativos Avangados.



ABSTRACT

The biological contamination of surface water used in public supply poses risks to human
health. Among the pathogenic protozoa, Cryptosporidium spp. assumes an important role,
being related to several outbreaks of waterborne diseases. Like the technologies used in water
treatment and in the physical adjustment of water potability, however, some situations are
ineffective in removing pathogenic microorganisms such as Cryptosporidium spp. Advanced
Oxidative Processes (POAs) are an alternative to new technologies that have been studied and
have shown important results in the removal of contaminating agents and microorganisms
from water resources. The aim of the present study was to evaluate the process of
hydrodynamic cavitation in the removal of Cryptosporidium parvum oocysts in ultrapure
water samples experimentally contaminated at different inlet pressures.The water samples
were contaminated with oocysts of C. parvum at a concentration of 1 x 10° oocysts / liter.
Initially, a pilot test was performed using the inlet pressure of 7,0 bar in the cavitation system
and 10 mL samples were collected at zero time and every 10 minutes for 60 minutes, totaling
7 samples for analysis and counting of oocysts through flow cytometry and microscopy.
optics. Subsequently, the tests were carried out using the inlet pressures of 1,0, 3,0 and 5,0 bar
and the oocyst concentrations were counted in the flow cytometer, since this was shown to be
effective in quantification. The results obtained demonstrated a reduction in the amount of
oocysts in all the pressures used when compared to the control reaching 73% removal of
oocysts of C. parvum. The inlet pressures of 3,0 and 5,0 bar presented a first-order Kkinetics
model relating the reduction in the concentration of oocysts and time of exposure of the
samples to hydrodynamic cavitation. The inlet pressure 3,0 bar showed a higher coefficient k
(0.01677). These results demonstrate that the hydrodynamic cavitation system is a promising
alternative in the removal of oocysts of C. parvum with possibilities for the treatment of water

on a small or large scale.

Keywords: Cryptosporidium spp., Hydrodynamic Cavitation, Flow Cytometry, Water

Resources and Advanced Oxidative Processes.
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1 INTRODUCAO

A contaminacgdo bioldgica de aguas superficiais destinadas ao abastecimento publico
representa riscos a saude humana e apesar dos avangos tecnologicos contribuirem para a
eliminacdo desses microrganismos da agua, ainda assim sua presencga se consagra como um
desafio para a vigilancia ambiental e para empresas que realizam o tratamento da agua
destinada ao consumo humano (BRETERNITZ, 2013).

O Brasil apresenta uma grande quantidade de recurso hidrico disponivel para consumo
humano, sendo que grande parte deste esta em sua superficie através de rios, riachos, lagos,
barramentos, igarapés e etc, tal caracteristica corrobora para a contaminacéo por elementos
toxicos e principalmente por agentes patogénicos, como bactérias, helmintos, virus e
protozoarios (BRASIL, 2013).

Dentre os protozoarios patogénicos, Cryptosporidium spp. e Giardia spp. assumem
um importante papel relacionado a transmissdo hidrica, pois sdo os patdgenos mais
comumente relatados como contaminantes de recursos hidricos no mundo inteiro
(BALDURSSON; KARANIS, 2011). Varios surtos destes protozoarios tém sido descritos nas
ultimas décadas, principalmente pela ingestdo de alimentos e dgua contaminados. Em paises
desenvolvidos que normalmente apresentam uma infraestrutura de saneamento basico
satisfatoria, atendendo as normas técnicas exigidas por suas legislacdes, surtos de
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. sdo recorrentes, demonstrando que tratamentos de agua
nesses locais ndo tem apresentado efetividades na remocao de oocistos de Cryptosporidium
spp. e cistos de Giardia spp. (GRECA, 2010; LEAL et al., 2008).

As tecnologias convencionais de tratamento de dgua visam a clarificacdo e desinfec¢do
e incluem etapas de coagulacdo, floculacdo, decantagéo, filtracdo, desinfeccdo e fluoracgéo.
Nesse processo, a etapa fisico-mecanica (filtracdo) representa o principal mecanismo de
remocao dos cistos de Giardia spp. (8-15 um) e oocistos de Cryptosporidium spp. (4-9 um)
(HELLER et al., 2006). Entretanto, Franco (2007) relatou que este processo € pouco eficiente
para a remoc¢do das formas infectantes do parasita Cryptosporidium spp., pois durante a
filtracdo a compressibilidade a qual os oocistos sd@o submetidos permite que essas formas de
resisténcia se comportem como particulas de 2 a 4 um. Dessa forma, podem passar pela
filtracdo e chegar a 4gua tratada trazendo riscos aos consumidores.

O desafio da remocdo de substdncias quimicas, e, mais recentemente, de

microcontaminantes, na dgua de consumo humano, tem imposto o uso e desenvolvimento de
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outras técnicas de tratamento mais eficazes, como a adsor¢do em carvdo ativado, a oxidacao, a
precipitacdo quimica e a volatilizacdo, e de processos de separagdo por membranas como
microfiltracdo, ultra filtracdo, nano filtracdo e osmose reversa (BASTOS et al., 2004).

De acordo com LE CHEVALLIER et al., 2004, técnicas avancadas de processos de
filtracdo (ex.: microfiltracdo e ultra filtracdo) e outras técnicas de desinfeccdo (ex. radiacdo
ultravioleta e ozonizagdo) apresentam maior capacidade de remocéo de cistos/oocistos de
protozoarios que as técnicas convencionais. Técnicas como a 0zonizagédo e 0 uso de radiacao
ultravioleta vem sendo amplamente estudadas e apresentam altos indices de efetividade na
remocdo de tais patdogenos, porém apresentam um fator limitante, o custo de implantacdo em
grande escala, que impossibilita 0 uso destas tecnologias para remog¢éo de cistos/oocistos no
abastecimento de dgua para a populacdo em geral (FAGNANI, 2010).

Os Processos Oxidativos Avangados (POAS) sdo uma alternativa de novas tecnologias

que vem sendo estudadas e tem apresentado importantes resultados na desinfeccdo de
recursos hidricos. Tais processos sdo baseados na geracdo de radicais hidroxilas (*OH) que

possuem como caracteristica uma alta taxa de oxidacdo, sendo que o seu potencial de
oxidacdo é bem superior a de outros agentes quimicos como o o0zénio, peroxido de
hidrogénio, permanganato e outros (MACHADO, 2018).

A capacidade destes compostos interagirem com agentes contaminantes mesmo em
concentracfes baixas no ambiente € outra caracteristica promissora destes radicais,
principalmente quando levamos em consideracdo os valores encontrados de determinados
microrganismos em amostras ambientais. Outro ponto importante também a ser levantando €é
a caracteristica de ndo gerar subprodutos nocivos a saide do homem sendo assim considerada
uma alternativa limpa para tratamento de agua para o consumo humano (CORDEIRO et al.,
2004 apud FAGNANI, 2010; MACHADO, 2018).

A cavitacdo hidrodindmica é considerada um importante POA, tal processo ocorre
guando ocorrem variagdes na pressao de um determinado liquido em movimento ocasionadas
por mudangas na geometria do circuito por onde este fluido escoa, alterando assim sua
velocidade do escoamento, de forma que quando ocorre alteracdo do sistema e aumenta a
constricdo deste (utilizacdo de venturis, placas de orificio ou valvulas de estrangulamento) a
velocidade e a energia cinética do fluido se elevam e a presséo no local da constricdo diminui
abaixo da pressdo de vapor ocasionando micro turbuléncias (formacao de bolhas de cavitagdo
que sdo implodidas) aumentando a taxa de fendmenos de transporte e geracdo de pontos

guentes de temperaturas podendo chegar a niveis superiores de 1000 K e até 500 mPa de
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pressdo, desta forma gerando uma grande quantidade de radicais livres altamente reativos,
(GOGATE; KABADI, 2008; MACHADO, 2018).

Vaérios estudos ja foram realizados com o processo de cavitacdo hidrodinamica em
recursos hidricos visando a eliminagdo de compostos organicos, inorganicos, elementos
quimicos, corantes, algas e outros agentes patogénicos. Batista et al. (2017) conseguiram uma
remocdo de 85% da populacdo de microalgas do género Scenedesmus na agua de um
reservatorio com alto grau de eutrofizacdo. Ja Abdala — Neto (2014) conseguiu a inativacao de
coliformes totais, Escherichia coli e diminuicdo de nitritos, nitratos, bicarbonatos e dureza
total da &gua de amostras contaminadas com esgotos domesticos coletadas de um poco
artesiano e Machado (2018) conseguiu uma eficiéncia de 90 % de inativacdo de Paramecium

spp. em agua contaminada submetida a testes com cavitacao hidrodinamica.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o processo de cavitacdo hidrodinamica na remocdo de oocistos de

Cryptosporidium parvum em amostras de agua contaminadas experimentalmente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Inocular oocistos de Cryptosporidium parvum em amostras de dgua ultrapura;

» Submeter as amostras de &gua contaminadas experimentalmente pelo processo de
cavitacdo hidrodinamica em diferentes pressdes e intervalos de tempos;

» Avaliar por meio da contagem de oocistos por citometria de fluxo, o efeito do

processo de cavitacdo hidrodindmica na remoc¢do dos oocistos de Cryptosporidium

parvum nas amostras de agua contaminadas experimentalmente.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CRYPTOSPORIDIUM SPP. : O PARASITO E A DOENCA

O protozoéario Cryptosporidium spp. & um protozodrio intestinal que atinge espécies de
animais domeésticos, assim como o0 homem, reconhecido mundialmente como parasita
causador de diarreia (NEWMAN et al., 1999; FAYER; RYAN; XIAO, 2014). E um parasita
intracelular que foi reconhecido pela primeira vez como um agente causador de diarreia em
humanos em 1976 conforme foi descrito por Nime e colaboradores.

O primeiro relato de Cryptosporidium foi feito por Ernest Edward Tyzzer em 1907
guando constatou a presenca de esporos em epitélio gastrico de camundongos, nomeando
como Cryptosporidium muris. Tyzzer também notou que o parasito apresentava multiplicacdo
por esporogonia, pela presenca de oocistos esporulados liberados em amostras fecais dos
camundongos. Cada oocisto continha quatro esporozoitos ndo envoltos por uma segunda
camada denominada esporocisto, estrutura comum nos demais coccidios (TYZZER, 1907
apud FAYER & UNGAR, 1986). J4 em 1912 em um novo experimento, Tyzzer relatou uma
nova espécie, o Cryptosporidium parvum, transmitido para camundongos ndo infectados
através de via fecal-oral e seu desenvolvimento, como relatado pelo parasitologista, ocorrendo
nas microvilosidades do epitélio do intestino delgado. A morfologia dos oocistos foi descrita,
inclusive relatando a diferenca de tamanho estre 0s oocistos desta espécie bem menor (C.
muris com 7,5 um e C. parvum 4 a 5 um) e da presenga dos oocistos no epitélio do duodeno
dos camundongos (LEVINE, 1984).

A classificacdo do Cryptosporidium segundo Levine (1970) seria classe Esporozoasida
(LEUKART, 1879 apud LEVINE 1984), subclasse Coccidiasina (LEUKART, 1879 apud
LEVINE 1984), ordem Eucoccidiorida (LEGER & DOBOSCQ, 1910 apud LEVINE 1984),
subordem Eimeriorina (LEGER, 1910 apud LEVINE 1984) e familia Cryptosporidiidae
(TIZZER, 1907) neste udltimo caso por apresentar oocisto com 4 esporozoitos, sem
esporocisto. Recentemente o Cryptosporidium teve sua classificacdo taxondmica alterada
segundo a European Journal of Protistology onde este foi retirado da subordem Eimeriorina e
inserido na subordem Gregarina, tal alteracdo foi motivada por novos estudos relatando
semelhangas genéticas e morfoldgicas entre o Cryptosporidium spp. e as Gregarinas como por
exemplo completar o ciclo de vida fora das células de um hospedeiro, alteracdo estruturais a

nivel celular para adaptacdo a condigdes ambientais inospitas e a presenca de um grande
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gamonte extracelular (RYAN et al., 2016; SILVA, 2017). Desta forma foram realizados
estudos comparando sequéncias dos genes 18S RNA e os resultados obtidos apresentaram
certa semelhanca do Cryptosporidium spp. as gregarinas, Cavalier - Smith (2014) relata a
nova classificacdo taxondmica em que Cryptosporidium spp. € 0 Unico microrganismo a
pertencer a subclasse Cryptogregaria onde seus integrantes seriam parasitas epicelulares de
vertebrados com uma organela de alimentagcdo semelhante ao das gregarinas porem sem a
presenca de apicomplasto.

Segundo Slapeta (2013) ja foram citadas mais de 30 espécies diferentes de

Cryptosporidium spp. e dentre essas 20 j& foram descritas em mamiferos e constantemente
novos estudos vem demonstrando novas espécies em diferentes hospedeiros. J& foram
identificados mais de 61 genotipos diferentes com grande probabilidade de serem concedidos o
status de espécie, aumentando a caracterizacdo bioldgica e molecular (BARTA; TOMPSOM,
2006; OIE, 2016; RYAN; PAPARINI; HIJJAWI, 2015; TOMPSOM et al., 2008).
Guariz — Homem, (2016) cita o numero de espécies descritas de Cryptosporidium spp. na
literatura até o ano de 2016, as diferentes espécies de hospedeiros e Orgaos parasitados
conforme a sua adaptacdo feita com relatos de diversos autores (FAYER,2010; FAYER et al.,
2010; HOLUBOVA et al., 2016; KVAC et al., 2013; KVAC et al., 2014; KVAC et al., 2016;
Ll et al., 2015; ROBINSON et al., 2010; RYAN et al., 2015) conforme mostra a descri¢do na
Tabela 1.

Tabela 1: Espécies de Cryptosporidium spp., hospedeiros, 6rgaos encontrados e autores
relatados por Guariz - Homem (2016).

Espécie Principais hospedeiros Autor
Cryptosporidium andersoni ~ Bovinos, homem (A) Lindsay et al., (2000)
Cryptosporidium avium Aves (C, I) Holubova et al., (2016)
Cryptosporidium baileyi Aves (B, C, TR) Current et al.; (1986)
Cryptosporidium bovis Bovinos (D) Fayer et al., (2005)
Cryptosporidium canis Caninos, homem (ID) Fayer et al., (2001)
Cryptosporidium cuniculus  Coelho, homem (D) Robinson et al., (2010)
Cryptosporidium erinacei Ourico (D) Kvac et al., (2014)

* A-abomaso; B-bursa de Fabricius; C-cloaca; I-1leo; ID-intestino delgado; TR-trato respiratorio; D-
Desconhecido.
Fonte: Guariz - Homem (2016).
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Tabela 1: Espécies de Cryptosporidium spp., hospedeiros, 6rgéos encontrados e autores

relatados por Guariz - Homem (2016). (Continuagao)

Espécie Principais hospedeiros Autor
Cryptosporidium fayeri Canguru vermelho (D)  Ryan et al., (2008)
Cryptosporidium felis Felinos, homem (ID) Iseki (1979)

Cryptosporidium fragile
Cryptosporidium galli
Cryptosporidium hominis
Cryptosporidium huwi
Cryptosporidium
macropodum
Cryptosporidium meleagridis
Cryptosporidium molnari

Cryptosporidium muris
Cryptosporidium parvum
Cryptosporidium proliferans
Cryptosporidium ryanae
Cryptosporidium rubeyi
Cryptosporidium scrofarum
Cryptosporidium serpentis

Cryptosporidium scophthalmi
Cryptosporidium suis
Cryptosporidium tyzzeri
Cryptosporidium ubiquitum
Cryptosporidium varanii
Cryptosporidium wrairi

Cryptosporidium xiaoi

Anfibios (E)

Aves (P)

Humanos (ID)
Lebiste (E)

Canguru gigante (D)

Aves, homem (ID)
Peixes (E)

Roedores, homem (E)
Ruminantes, homem (ID)
Roedor (E)

Bovinos (D)

Esquilos(D)

Suinos (D)

Lagartos, serpentes (E)

Peixes (ID)

Suinos, homem (1D, IG)
Camundongo (ID)
Ruminantes, homem (ID)
Lagartos (E)

Cobaio (ID)

Ovinos (D)

Jirka et al., (2008)
Pavlasek (1999) e Ryan (2003)
Morgan-Ryan et al., (2002)
Ryan et al., (2015)

Power e Ryan (2008)

Slavin (1955)
Alvarez-Pellitero e Sitja-
Bobadilla (2002)

Tyzzer (1910)

Tyzzer (1912)

Kvac et al., (2016)

Fayer et al., (2008)

Lietal., (2015)

Kvac et al., (2013)

Levine (1980); Brownstein et
al., (1977)

Alvarez-Pellitero et al., (2004)
Ryan et al., (2004)

Ren et al., (2012)

Fayer et al., (2010)

Pavlasek et al., (1995)
Vetterling et al., (1991)
Fayer e Santin (2009)

* E-estdmago; I-1leo; ID-intestino delgado; 1G-intestino grosso; D-Desconhecido.

Fonte: Guariz - Homem (2016)

As espécies que comumente causam infeccdo em humanos sdo Cryptosporidium

parvum, C. hominis, C. meleagridis, C. felis, C. canis e C. ubiquitum. A distribuicdo das
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espécies varia geograficamente e temporalmente, porém na maioria dos paises, C. parvum
e/ou C. hominis séo as espécies predominantes em infec¢cdes humanas (MOORE et al., 2016).

O Cryptosporidium spp. € um parasito considerado monoxénico, isto é, precisa de
apenas um anico hospedeiro para completar o ciclo bioldgico (T1ZZER,1910 apud LEAL et
al., 2008). Em humanos, a contamina¢do do hospedeiro se d& principalmente pela via
feco/oral através da ingestdo do oocisto esporulado, seu tamanho varia de 3,0 pm a 8,5um,
tendo formato ovalado a esférico, apresentando uma parede de dupla membrana composta por
carboidratos, lipideos, fibrilas de actina e a ligacdo de pontes de dissulfeto, tal caracteristica
de constituicdo desta camada o permite sobreviver fora do hospedeiro por muito tempo, o que
Ihe confere resisténcia contra o estresse ambiental a fatores limitantes a sua presenca como,
por exemplo, desinfetantes comuns a base de cloro. Os oocistos podem persistir no ambiente
até seis meses em sua forma infectante principalmente em ambientes quentes e Umidos
(CAREY etal., 2004; LEAL et al., 2008; SMITH et al., 2010).

Ap0s a ingestdo ou inalagcdo dos oocistos por um hospedeiro susceptivel, acontece a
excitacdo, quando os quatro esporozoitos moveis sdo liberados do oocisto e penetram nas
células epiteliais do trato gastrointestinal. A exposicdo aos sais biliares, as enzimas
pancreaticas, temperatura, didoxido de carbono e pH intestinal sdo estimulos para esse
processo de excistacdo dos oocistos. J& dentro das células, os esporozoitos dao inicio a
primeira etapa do ciclo endégeno com o processo de reproducdo assexuada denominada
esquizogonia ou merogonia (divisdo nuclear seguida da divisdo do citoplasma), formando
merontes: tipo I, que contém de seis a oito merozoitos, e subsequentemente merontes tipo I,
contendo quatro merozoitos no seu interior. Somente 0os merozoitos do tipo Il ddo origem ao
ciclo sexuado, formando o0s macrogamontes (células reprodutoras femininas) e
microgamontes (células reprodutoras masculinas) (CURRENT; 1990; LEAL et al., 2008;
SMITH et al., 2010).

Os microgamontes podem produzir até 16 microgametas nao flagelados e os
macrogamontes originam macrogametas uninucleados que serdo fertilizados pelos
microgametas maduros. A unido desses (marco e microgametas) origina 0 zigoto que
posteriormente sofrerd desenvolvimento assexuado, conhecido como esporogonia, levando a
producdo de um oocisto esporulado contendo no seu interior quatro esporozoitos, livres, ou
seja, ndo inseridos em esporocistos, caracteristica que o difere dos coccidios. Os oocistos
formados apds esporulagdo do zigoto podem estar envoltos por duas camadas, formando os
chamados oocistos de parede espessa (80%), que sdo eliminados nas fezes. Alguns oocistos,

devido a uma falha na constituicdo da parede, formam oocistos com a chamada parede
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delgada (20%) e podem excitar ainda no Iimen do intestino delgado do préprio hospedeiro,
liberando os esporozoitos que vao penetrar em novas células epiteliais (autoinfeccdo),
iniciando um novo ciclo de infeccdo (CURRENT, 1990; CURRENT; GARCIA, 1991;
CAREY et al., 2004; LEAL et al., 2008; SMITH et al., 2010).Na figura 1 podemos ver a

ilustracdo do ciclo bioldgico do Cryptosporidium parvum segundo adaptacdo de Kosec et al.,
2001 realizada por Cossa, 2017.

Figura 1: Ciclo de Vida do Cryptosporidium parvum
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Adaptacdo de Kosec et al.,2001 realizada por Cossa, 2017.

A patogenicidade do Cryptosporidium spp. em humanos resulta da invasdo de células
epiteliais do intestino delgado pelo esporozoito e destruicdo da membrana plasmatica dessas
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células pelo merozoito. Com a invasdo e destruicdo dos enterdcitos, as microvilosidades
podem sofrer atrofia em grau variado, alem de hiperplasia das células da cripta intestinal,
infiltracdo de células inflamatdrias na 1damina propria e diminui¢do dos microvilos (CLARK;
SEARS, 1996).

Os sintomas ocorrem geralmente entre 2 e 12 dias ap0s a ingestdo dos oocistos e Sdo
caracterizados por diarreia, dor abdominal, ndusea, vomito, febre, perda de peso e caquexia.
Sintomas ndo especificos como mialgia, debilidade, mal-estar, dores de cabeca e anorexia sao
também relatados, e a intensidade desses sintomas pode aumentar ou declinar paralelamente a
frequéncia com que os oocistos se desprendem do epitélio intestinal (CHALMERS, 2014;
KHALIL et al., 2018).

Os fatores de risco para a criptosporidiose estdo relacionados as condicGes precérias de
estrutura sanitaria e ao hospedeiro. A doenca é autolimitada em adultos imuno-competentes, ou
até mesmo assintomatica, porém, em adultos imunocomprometidos, incluindo aqueles com HIV /
AIDS, fazendo uso de drogas imunossupressoras, bebés e criangas, especialmente aquelas com
desnutricdo, sdo mais vulneraveis ao parasita, correndo assim, maior risco de apresentar sintomas
da infeccdo (KORPE et al., 2016).

3.2 OCORRENCIA DE CRYPTOSPORIDIUM SPP. ASSOCIADA A CONSUMO

DE AGUA

Dentre as doencas de veiculagcdo hidrica a criptosporidiose apresenta uma grande
importancia sendo classificada como uma doenca emergente e re-emergente, surge em
diferentes nexos de tempo, em diferentes areas geograficas, apresenta diferentes niveis de
patogenicidade, e parasita diferentes vertebrados, desde animais domésticos até animais
selvagens (MADRID, 2015).

Vérios paises do mundo ja relataram casos de criptosporidiose e em grande parte
destes, essa € considerada a infec¢do de maior importancia causada por parasitas intestinais
(ROSE, 1998).

A ocorréncia de Cryptosporidium spp. no ambiente aquatico tem sido verificada em
varios paises com varios surtos relatados, o primeiro deles descrito na literatura ocorreu na
cidade de Cobham, Reino Unido com aproximadamente 16 casos relatados no ano de 1983.
Posteriormente no ano de 1984, foi relatado um surto no estado do Texas - EUA que vitimou
79 pessoas, sendo diagnosticada a contaminacéo da agua de um poco utilizado para consumo
humano, por esgoto (GALBRAITH et al., 1987 apud KARANIS et al., 2007). Posteriormente

outros casos foram descritos, e dentre estes, estdo o da Gedrgia (EUA) em 1987, onde 13.000
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pessoas foram afetadas, e o de Saitama (Japdo), em 1996, quando 8.705 individuos foram
acometidos. Nesses dois relatos o Cryptosporidium spp. foi detectado na agua tratada e ndo-
tratada. Em Oregon (EUA) houve 15.000 casos de criptosporidiose em 1992 e o parasito foi
detectado na agua em processo de tratamento (SMITH, 1995).

Na cidade de Las Vegas no estado de Nevada — EUA no ano de 1993 um importante
surto de criptosporidiose foi relatado, mesmo esta cidade possuindo uma estacdo de
tratamento moderna. Nesse surto, 103 casos de infeccdo humana foram relatados e apesar
deste niUmero ndo se apresentar elevado o que o tornou relevante foram o nimero de mortes,
onde dos 103 casos, 41 pessoas foram a dbito sendo que 20 tiveram como causa da morte a
criptosporidiose (SOLO-GABRIELE; NEUMEISTER, 1996; ROEFER et al., 1996 apud
KARANIS et al., 2007).

O maior relato de criptosporidiose humana por contaminacdo de agua ocorreu em
Milwaukee, Wisconsin (EUA), em 1993, onde 403.000 pessoas foram infectadas e foi
demonstrado que o Lago Michigan, uma das fontes de abastecimento de &gua desta regido,
durante o periodo da epidemia, apresentava uma concentracdo de dejetos muito maior do que
o normal, indicando uma provavel relacdo entre essa epidemia e a contaminacao
parasitoldgica da agua que abastecia a cidade (EISENBERG et al., 1998; MACKENZIE et
al., 1994; MORRIS et al., 1998).

Dentre as fontes de contaminagdo das aguas destaca-se a contaminacao cruzada onde
um microrganismo patogénico de agua de esgoto, por falha nos procedimentos operacionais,
contamina a 4gua. A contaminacdo das aguas superficiais pode ser por dejetos humanos, por
esterco bovino e as aguas de recreacdo podem ser contaminadas por efluentes industriais e
agricolas (LIMA, 2003).

Em funcdo dos surtos ocorridos, varios estudos tém sido feitos em amostras de agua
tratada e ndo tratada em varios paises. No Canada, amostras de agua ndo tratada e tratada
foram avaliadas quanto a ocorréncia do Cryptosporidium spp. em diversos pontos de 66
estacOes de tratamento de agua de 14 estados e uma provincia. Os resultados mostraram que
97% (82/85) das amostras de agua nado tratadas foram positivas para o parasito e na agua
tratada, das 82 amostras analisadas, 22% foram positivas para Cryptosporidium spp. (LE-
CHEVALLIER et al., 1991).

Hashimoto et al., (2001) encontraram um indice de 35% de incidéncia de oocistos de
Cryptosporidium spp. em uma estacdo de tratamento de ciclo completo do Japé&o. Lee et al.,

(2007) relataram a incidéncia de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia em
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todos os lugares onde foram coletadas amostras do Rio Nakdong, Coreéia do Sul, e segundo 0s
autores a fonte de contaminacao eram residuos de bovinos.

Em Costa Rica, 14 amostras de aguas superficiais foram analisadas, sendo sete de
agua bruta (ndo tratada) e sete de agua tratada sem cloracdo. O parasito foi encontrado em
85,7% das amostras de &gua ndo-tratada e em 57% das amostras de agua tratada sem cloracéo
(LUNA et al., 2002).

No Brasil Cryptosporidium spp. ja foi detectado em aguas superficiais e profundas no
municipio de Sdo Paulo. No ano de 1999 Hachich et al., monitoraram 29 mananciais da rede
de abastecimento destinado a populagédo do estado de Séo Paulo e demonstraram um indice de
incidéncia de 5% de oocistos presentes. Gamba et al., (2000) encontraram a presenca de
oocistos de Cryptosporidium spp. em pogos artesianos na cidade de Itaquacetuba. SP.

Farias et al., (2002), analisando amostras de esgotos verificaram que o
Cryptosporidium spp estava presente em todas as 24 amostras analisadas, variando de 80 a
912 oocistos por litro no esgoto domestico e de 65 a 760 oocistos quando a pesquisa foi feita
no Riacho Pirassujara e efluentes de esgoto.

A ocorréncia de Cryptosporidium spp. em um sistema publico de tratamento de agua
foi estudado em amostras de agua bruta e tratada em Londrina, estado do Parana. Por meio de
uma Nested-PCR, 8,33% (2/24) das amostras de agua bruta foram positivas para
Cryptosporidium spp. (ALMEIDA, 2015).

Osaki et al., (2009) pesquisaram Cryptosporidium spp. em 12 amostras de agua bruta e
12 amostras de lodo de dgua provenientes de quatro estacGes de tratamento de agua (ETA) da
regido metropolitana de Curitiba — PR. Oocistos foram encontrados em duas amostras de dgua
bruta (16,7%) e trés amostras de lodo (25%).

Em estudo realizado na cidade de Vicosa — MG, onde foi analisada a qualidade da
4gua de abastecimento da cidade, foi encontrada uma concentracdo média de 20 oocistos L™ e
picos de concentragdo com 510 oocistos L™ (HELLER et al., 2004). Na cidade de Nova Lima
— MG, em estudo realizado por Machado & Cerqueira (2003), onde foram coletadas amostras
no ponto de captacdo no Rio das Velhas, 96 % das amostras demonstraram a presenga de
oocistos de Cryptosporidium spp. Em Divindpolis — MG, onde foram analisadas amostras
ambientais de agua de dois mananciais proximos do perimetro urbano foi encontrada uma
concentragdo de 1 a 3 oocistos/10 L e uma incidéncia em torno de 50 % (LEAL, 2005).

Moreira et al., (2015), analisaram, entre outubro de 2011 e dezembro de 2012, 230

amostras de &gua, sendo 32 de agua bruta e 198 de agua filtrada de duas estaces de
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tratamento da cidade de Uberaba — MG. Os autores encontraram uma positividade de 0,43%
de Cryptosporidium spp. na &gua bruta superficial coletada na Estacdo de Tratamento.

3.3 FATORES RELACIONADOS COM A DISSEMINACAO DO CRYPTOSPORIDIUM
SPP. NO AMBIENTE

A disseminacdo da criptosporidiose € facilitada por caracteristicas intrinsecas da
morfologia do patdgeno como, por exemplo, a constituicdo de sua parede celular podendo ser
bem espessa garantindo assim algumas caracteristicas de resisténcia a danos fisicos, quimicos,
impermeabilidade a agentes de desinfeccdo hospitalares e principalmente a agentes utilizados
em tratamentos de agua para consumo humano a base de cloro (BELLI, et al., 2006).

A transmissdo pode ocorrer pela ingestdo de alimentos ou aguas contamina, entre
humanos, entre animais e entre humanos e animais, desta forma o Cryptosporidium spp. é
considerado um patdégeno zoonotico (FAYER et al., 2000). A contaminacdo cruzada pode
ocorrer através da liberacdo de oocistos nas fezes do hospedeiro (animal ou humano), sendo
langcadas em &guas utilizadas para consumo humano submetidas a tratamentos ineficientes
levando a contaminacdo dos reservatdrios de abastecimento. Outra via de contaminacéo
importante que pode levar a contaminacdo de mananciais é pela adubacdo organica de
pastagens, tal técnica é realizada com esterco (bovino e/ou outras espécies animais) gerado
pelas préaticas pecuarias onde podem ocorrer animais doentes liberando oocistos que, podem
ser levados e depositados em recursos hidricos. A contaminagdo pode ocorre também através
da pratica de recreacdo em corpos d’agua superficiais perto de comunidades sem acesso a
saneamento basico ou contaminados por efluentes industriais (DUBEY; FAYER, 1982;
FAYER et al., 2000; LIMA, 2003).

Animais jovens, como bezerros com diarreia, podem chegar a liberar 1,0 x 10%
oocistos por grama de fezes, que pela proximidade destes animais com corpos d’agua se
tornam um grande potencial de contaminacdo hidrica (FAYER; UNGAR, 1986; NOURY et
al., 1993).

A quantidade necessaria de oocistos de Cryptosporidium spp. € outra caracteristica
importante a ser relatada na infeccdo humana. Varios pesquisadores relatam que a ingestéo de
apenas 30 oocistos pode levar a infecgbes entéricas, desta forma mesmo as pequenas
concentracdes de oocistos encontradas nas amostras ambientais podem vir a originar a
criptosporidiose humana, como por exemplo, foi relatado por Kemp et al. (1995), onde

amostras de esgotos de fazenda chegaram a apresentar uma concentracéo de 19 oocistos L™
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Outra caracteristica que facilita a disseminacdo da criptosporidiose é o tamanho do
oocisto, tal fato dificulta a eficiéncia dos filtros utilizados na maioria das estacOes de
tratamentos de 4gua para consumo humano, durante o processo de filtracdo particulas de até 4
um de tamanho conseguem ser removidas porem, durante a filtragdo a compressibilidade a
qual os oocistos sdo submetidos permite que essas formas se comportem como particulas de 2
a 4 um que continuam na &gua mesmo apos a passagem por esta¢des de tratamento (CACCIO
et al., 2005; FRANCO, 2007).

O Quadro 1 apresenta algumas caracteristicas do Cryptosporidium spp. que facilita sua
disseminacéo e dindmica de transmisséo, (VIEIRA,2012).

Quadro 1: Determinantes epidemioldgicas dos oocistos de Cryptosporidium spp. e sua

importancia na dindmica de transmisséo

Caracteristicas dos oocistos Importancia epidemiologica

Permite sobreviver a grande maioria dos

Elevada resisténcia ao cloro tratamentos de desinfeccdo da &gua para

consumo e fins recreativos

Dificulta a filtracdo dos oocistos e requer a
. utilizagdo de métodos especificos e
Tamanho bastante reduzido direcionados para tratamento eficaz da agua

Facilita a aquisicdo do parasita; Estudos
referem que a dose infecciosa média para a

] ] ] espécie C. parvum varia entre 9 a 1042
Baixa dose infecciosa 00cCistos

Excretados plenamente esporu'ados Pel‘mlte a féC'I transmiSSéo atraVéS dO
contato direto entre individuos

Reservatérios animais, 0s quais Sao
responsaveis pela dispersdo dos oocistos no

Potencial zoonético ambiente, contaminagdo da agua e
alimentos.

Fonte: Vieira, 2012.
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Outro fator a ser considerado é a resisténcia de oocistos de Cryptosporidium spp. a
condi¢Ges ambientais indspitas, podendo chegar a periodos variados de sobrevida, em agua
doce pode chegar a permanecerem viaveis por mais de 170 dias e em agua salgada por mais
de 30 dias. Entretanto, quando dispersos no meio ambiente juntamente com as fezes dos
hospedeiros se mostram muito mais resistentes e somente quando estes passam por processos
de desidratacdo tem seu potencial de resisténcia diminuido (CHAURET et al., 1995; FAYER,
1997).

Alguns estudos demonstram a resisténcia do oocisto de Cryptosporidium spp. a
determinados agentes quimicos, podemos citar como exemplo o cloro, onde a concentracao
deste utilizada em estacdes de tratamentos de &gua para consumo humano, exigidas pela
legislacdo, se mostra ineficaz no processo de desinfeccdo para este patdégeno, porém, alguns
agentes quimicos como formaldeido (10%), aménia (5 a 10%), agua sanitaria comercial
(70%), peroxido de hidrogénio (10 volumes a 3%) se mostram eficazes na eliminagdo do
oocisto. No entanto, esses produtos ndo podem ser utilizados em hospitais devido a sua
toxicidade e nem em estacOes de tratamentos devido as grandes concentracGes necessarias ndo
apropriados para a finalidade médica ou para o consumo humano (MEINHARDT et al., 1996
apud GRECA, 2010).

3.4 REMOCAO DE CRYPTOSPORIDIUM SPP. EM PROCESSOS DE TRATAMENTO

DE AGUA

A 4gua bruta proveniente de corpos d’agua superficiais geralmente contém material
flutuante (pequenos galhos e folhas de arvores, grama), areia fina, silte (fragmento de mineral
ou rocha menor que areia fina), argila, e, algumas vezes, matéria organica natural e algas.
Organismos, tais como protozoarios, bactérias e virus também podem estar presentes e
representar riscos a salde publica, razdo pela qual sua inativacdo deve ser prioridade em
qualquer sistema de tratamento. Quando ndo se emprega a coagulacdo quimica, a filtracdo
lenta e a cloracdo sdo os principais processos de tratamento capazes de assegurar a produgéo
de agua com qualidade que pode ser usada pelo ser humano (DI BERNARDO; DANTAS,
2005).

As tecnologias convencionais de tratamento visam a clarificagdo e desinfeccdo da agua
e incluem etapas de coagulacéo, floculacdo, decantacéo, filtracdo, desinfeccédo e fluoracdo. O
processo de coagulacdo consiste na adicdo de um agente coagulante (sulfato de aluminio,

cloreto de ferro ou outro agente) na agua bruta, formando um precipitado deste composto
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adicionado, tal processo ocorre na unidade de mistura rapida. Posteriormente ocorre a
floculacdo onde a agua coagulada é submetida a um processo lento de agitagdo onde ocorre a
formacdo de flocos que passam a apresentar uma massa especifica suficiente e até um
tamanho satisfatorio para que possam ser removidos por decantacéo ou flotacdo (MACEDO,
2007; DI BERNARDO; PADUA, 2011).

A decantacdo é um fendmeno fisico natural onde ocorre a retirada das impurezas
aglutinadas em flocos devido a forca gravitacional, desta forma as particulas com densidades
inferiores a da &gua emergem a superficie e o restante véo para o fundo (MACEDO, 2007; DI
BERNARDO; PADUA, 2011; VOLTAN, 2014).

Com o passar do tempo e a necessidade por uma melhor eficiéncia nos tratamentos de
agua para consumo humano, novas tecnologias foram incorporadas ou adaptadas, por
exemplo a flotacdo que inclui a combinacdo dos processos fisicos e quimicos, promovendo a
aglutinacdo dos sélidos totais presentes nas aguas realizando a insuflacdo de ar na forma de
micro-bolhas levando as impurezas até a superficie da agua (PALMEIRA et al., 2009).

Na filtracdo ocorre a remocdo das particulas suspensas e coloidais presentes na agua
gue escoa através de um meio poroso, esta etapa visa um processo final de remocao de
impurezas, sendo particulas em suspensdo e também microrganismos como helmintos,
protozoéarios e algumas bactérias (RICHTER, 1991; MACEDO, 2007). Essa etapa € crucial
para a remoc¢do do Cryptosporidium spp. Os filtros sdo formados normalmente por uma ou
varias camadas de areia de diferentes granulometrias, carvdo (antracito) ou camadas
alternadas de areia e carvdo (DI BERNARDO, 2005). Durante os processos de filtracdo
ocorre a remogéo de oocistos de Cryptosporidium spp. (4-6 um), porém, a compressibilidade
dos oocistos durante esta etapa faz com que esses se comportem como uma particula de
tamanho de 2 a 4 micrometros, e desta forma o processo de filtracdo se torna ineficiente para
a remocdao dos mesmos (FRANCO, 2007).

Outra importante tecnologia que passou a ser usada € a filtracdo direta (FD) nesta sdo
utilizados mecanismos de coagulacdo e adsorcdo/neutralizacdo que permitem que os filtros
sejam mais eficientes na retencdo do material suspenso. Esta tecnologia é dividida em
diferentes formas de acordo com o sentindo que a agua percorre durante o tratamento,
podendo ser Filtracdo Direta Ascendente (FDA), Filtracdo Direta Descendente (FDD), Dupla
Filtracdo (DF) e Filtragdo Lenta (FL). Geralmente este método e utilizado em aguas brutas
com melhores indices de qualidade (DI BERNARDO; PADUA, 2011). Em processos de FD a
etapa de coagulacdo é quimica e ndo possui uma estrutura especifica para sedimentacao.

Possui também o mecanismo de mistura rapida, que pode ou ndo contemplar uma unidade
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especifica de floculacdo e dependendo da qualidade da agua bruta, pode-se utilizar a dupla
filtracdo (DI BERNARDO, 2003).

A filtracdo direta apresenta varias vantagens quando comparada ao sistema de
tratamento completo, os processos de operacdo e manutencdo sao mais simples, a quantidade
de produtos quimicos utilizados é menor e consequentemente a geracdo de lodo também
diminui e a infraestrutura do sistema é menor, ocupando menos espago fisico. Existem
também desvantagens deste processo como a impossibilidade de tratar aguas com turbidez
e/ou cor elevada e o tempo em que ocorre a detencdo da agua na ETA é menor de forma que
medidas corretivas que possam ser tomadas para sanar falhas durante o processo, ndo serdo
possiveis. O Quadro 2 descrito por Di Bernardo (2003) nos mostras as vantagens e

desvantagens da filtracdo direta comparada com os tratamentos de agua de ciclo completo,

Quadro 2: Vantagens e desvantagens das tecnologias de filtragdo direta em relacdo ao
Tratamento de ciclo completo

Vantagens Desvantagens

Reducdo da area em planta devido ao menor  Diminuicao da eficiéncia no tratamento de
agua com valores elevados de alguns

humero de unidade envolvidas n )
parametros de qualidade

o N&o é indicada para o tratamento de agua
Menor consumo de produtos quimicos bruta que apresente variacdes bruscas de

devido a reducéo nas dosagens de qualidade

coagulantes

Curto tempo de detencdo da dgua na ETA,
Diminuicao dos residuos gerados fato que dificulta a realizacdo oportuna de
medidas corretivas quando necessarias.

Menores investimentos iniciais (reducéo de
até 70% conforme a tecnologia)

Fonte: DI BERNARDO et al., (2003); REALI et al., (2013); United States Environmental Protection Agency —
USEPA.

As técnicas de filtracdo direta para tratamento de agua para consumo humano
apresentam uma menor eficiéncia para remoc¢édo de microrganismos patogénicos, neste tipo de

tratamento os filtros sdo a Unica barreira de retencéo dos patdgenos, desta forma as etapas que
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a antecedem como, por exemplo, a coagulagdo, devem ser executadas de maneira adequada
para garantir que a filtracdo seja adequada (FERNANDES et al., 2010).

No Brasil, a filtracdo direta vem sendo utilizada como uma das principais tecnologias
de tratamento de agua para abastecimento puablico. Variantes como a filtracdo direta
ascendente e a filtracdo direta descendente possuem limitacbes relativas a qualidade
microbioldgica e fisico-quimica da &gua bruta, especificamente para valores de turbidez, cor
verdadeira ou concentracdo de algas. A dupla filtracdo, que consiste na filtracdo rapida
descendente precedida da filtracdo direta ascendente em pedregulho ou em areia grossa,
permite o tratamento de agua de pior qualidade, possibilita 0 uso de taxas de filtracdo mais
elevadas, oferece maior seguranca com relacdo as variacdes bruscas de qualidade da &gua
bruta, apresenta maior remocdao global de microrganismos e pode dispensar o descarte de agua
pré-filtrada no inicio da carreira de filtracdo (BASTOS et al., 2009; DANTAS, 2005;).

Segundo REGLI e colaboradores (1999), estudos demonstram uma faixa de 2 a 6 log
de remocéo de oocistos de Cryptosporidium ssp. com utilizacdo de filtros rapidos em escala
real e piloto, entretanto, LE CHEVALLIER et al., (2004), alertam para as dificuldades de
obtencdo de dados em escala real devido as baixas concentracdes desses organismos e as
dificuldades analiticas de sua determinacdo. Os oocistos de Cryptosporidium spp. sdo
particulas orgéanicas, porém, podem se comportar de forma semelhante as particulas
inorganicas, o que dificulta a sua remocao durante o processo de filtracdo, varidveis como
processos de mecanismos de transportes, aderéncia e desprendimento influenciam na remocéo
de oocistos durante a filtracdo (FERNANDES, et al. 2010).

Algumas condicdes de pré - tratamento quimicos que sdo realizados antes de processos
como o de coagulagéo ou de decantagéo séo essenciais para estabelecer uma melhor eficiéncia
nas unidades de filtracdo. Fernandes et al. (2010) avaliaram a influéncia do valor de pH
durante a etapa de coagulacdo na remocéao de oocistos de Cryptosporidium spp. onde o valor
mais baixo (pH em torno de 5) apresentou uma melhor eficiéncia de remocao.

Segundo DUGAN et al. (2001), a decantagdo, processo que antecede a etapa de
filtracdo, pode ser considerada um mecanismo eficiente no processo de tratamento de agua na
remoc&o de oocistos de protozodrios, podendo chegar a remocdo de 1,3 unidades logaritmicas
de oocistos de Cryptosporidium spp.

O desafio da remocdo de substancias quimicas, e, mais recentemente, de
microcontaminantes, impés o uso e desenvolvimento de outras técnicas de tratamento de agua
para consumo como por exemplo a adsor¢cdo em carvao ativado, oxidagéo, a precipitacdo

quimica e a volatilizacdo. Os processos de separacdo por membranas como microfiltragéo,
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ultra filtrag&o, nano filtragcdo e osmose reversa, sdo novas tecnologias que vem apresentando
uma eficiéncia satisfatdria no processo de remocdo de contaminantes. A diferenciacdo destes
processos ocorre de acordo com a porosidade das membranas utilizadas, que vai definir a
capacidade de retencdo dos solidos conforme o seu tamanho. Nestes processos temos a
utilizacdo de membranas porosas na microfiltragdo e ultra filtragdo, e as membranas mais
densas que s&o utilizadas nos processos de nano filtracdo e osmose reversa (BASTOS et al.,
2009; PALMEIRA et al., 2009; DI BERNARDO; PADUA, 2011).

Outra importante etapa no ciclo de tratamento de agua para consumo humano € a
desinfeccdo, tal processo pode utilizar um agente fisico ou quimico (desinfetante), cuja
finalidade é a destruicdo de microrganismos. Nesse processo podem ser utilizados agentes
desinfetantes fisicos como luz solar, calor e radiacdo ultravioleta ou agentes quimicos como
ions de prata, cloro, ozonio, peroxido de hidrogénio, permanganato de potassio, didxido de
cloro, derivados clorados (organicos e inorganicos), bromo e outros (HELLER; PADUA,
2006; MACEDO, 2007).

A radiacdo ultravioleta (UV) é um processo fisico utilizado para desinfec¢do de agua
contaminada por microrganismos patogénicos, tal processo ocorre quando se aplica uma
voltagem em uma mistura de gases resultando em uma descarga de fdtons, podendo ser
utilizado mercdrio (Hg), mais comum, Xendnio (Xe), Cloreto de Xenénio (XeCl)
(METCALF; EDIE, 2003; USEPA, 2006 apud MEDEIROS, 2010).

A acdo da radiacdo ultravioleta atua nos microrganismos alterando as moléculas de
RNA e DNA. Durante a absorcao da energia pela molécula de DNA ocorre 0 rompimento das
ligagBes saturadas destes provocando a dimerizagdo das bases nitrogenadas pirimidicas
adjacentes a citosina e timina e no RNA ocorre 0 mesmo processo porem a dimerizagdo nas
bases pirimidicas da uracila e citosina (CARON, 2006 apud MEDEIRQOS, 2010). Apos o
rompimento destas bases a replicacdo de acidos nucleicos fica mais dificil e mesmo assim se
ocorrer tal processo pode vir a surgir células anormais incapazes de se replicar
(GONCALVES, et al., 2003).

Uma importante caracteristica da radiacdo ultravioleta é que sua eficiéncia de
desinfeccdo contra patdgenos ndo depende de fatores como indice de pH e temperatura da
agua submetida a este processo (MEDEIROS, 2010). Alguns fatores intrinsecos ao processo
de aplicacdo de UV como tempo de exposicao e intensidade de aplicacdo podem influenciar
na eficacia do processo de eliminacdo de patdgenos (USEPA, 1999). Tambeém podemos
descrever algumas caracteristicas referentes a dgua a ser submetida a esta tecnologia que

podem diminuir a eficiéncia da desinfeccdo por UV, como por exemplo, a dureza da agua, a
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quantidade de solidos totais, alcalinidade e a concentragdo de ferro, manganés e materiais
hdamicos (CARON, 2006; METCALF; EDDY, 2003 apud MEDEIROS, 2010).

Estudos tém sido relatados na literatura utilizando a UV para remocdo do
Cryptosporidium spp. em agua. Belosevic et al. (2001) demonstraram uma melhor taxa de
inativacdo de oocistos de Cryptosporidium spp. quando comparado a cistos de Giardia spp.
em média pressao. Bukhari et al. (2004) relataram uma inativacao de 4 log na concentracdo de
oocistos de Cryptosporidium submetidos a 4 micm  de UV. No Quadro 3 sdo listados as
vantagens e desvantagens da utilizacdo da Radiacdo Ultravioleta em tratamentos de dgua para

consumo humanao.

Quadro 3: Vantagens e desvantagens do uso da Radiacdo UV em tratamentos de agua

para consumo humano.

Vantagens Desvantagens

1. Cloro residual pode ser monitorado 1. Producdo de trihalometanos e outros
2. Relativamente barato, visto que o custo tem subprodutos

aumentado com regulamentacdes 2. E necessirio um longo tempo de contato
implementadas quando comparado a outros desinfetantes

3. Tecnologia bem estruturada e de facil quimicos

implantagao. 3. A baixa doses, € menos efetivo na
4. Auxilia no controle de odor. cor e sabor mativacao de virus, cistos e coliformes
totais.

4. Oxidos de ferro, magnésio e outros
componentes  inOrganicos consome O
desinfetante

5. Oxida varios componentes 0rganicos que
também consome o desinfetante

6. Pode reduzir o pH se a alcalinidade da

agua desta for insuficiente

Fonte: MEDCALF; EDDY, 2004.

3.5 PROCESSOS OXIDATIVOS AVANCADOS

Os processos Oxidativos Avangados sdo um conjunto de novas tecnologias que vem

sendo empregadas para remogao e degradacdo de agentes contaminantes em efluentes e aguas
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residuais através da reacdo de radicais livres. Dentre eles o radical hidroxila (*OH) tem sido
um dos principais, apresentando alto poder de reatividade podendo degradar agentes
poluentes em pequeno intervalo de tempo (CANELA; JARDIM, 1998; HIRVONEN et al.,
1996; NOGUEIRA; SILVA, 2007). Na Tabela 3 sdo citados por Teixeira e Jardim (2004)

algumas das principais vantagens da utilizacdo dos POAs.

Tabela 2: Principais vantagens dos Processos Oxidativos Avancados para remogdo e

degradacéo de agentes contaminantes em efluentes e aguas residuais

Principais Vantagens da Utilizacdo de POA(s) em Efluentes e Aguas Residuais

Mineralizam o poluente e ndo somente se transferem de fase;
S0 muitos usados para compostos organicos recalcitrantes;
Transformam produtos refratarios em compostos biodegradaveis;
Podem ser usados com outros processos (pré e pds-tratamentos);

Apresentam forte poder de oxidacdo, com cinética de reacdo elevada;

vV V.V V V VY

Mineralizacdo do agente contaminante e ndo formacdo de subprodutos, desde que
utilizem a quantidade de oxidante correta;
» Possibilidade de tratamento in-situ.

Autor: Adaptado de Abdala — Neto et al., 2014.

O radical hidroxila apresenta algumas caracteristicas importantes, possui carater
altamente reativo, ndo é seletivo, possui a capacidade de decomposicdo de compostos
inorganicos e organicos (CANELA; JARDIM, 1998; NOGUEIRA; SILVA, 2007). A reagéo
entre estes radicais e compostos organicos ocorre de forma diferente e rapida, uma delas é
através da adicdo a dupla ligacdo ou interacdo com o atomo de hidrogénio. Em moléculas
organicas de cadeia aberta o radical hidroxila leva a formacdo de radicais organicos que
reagem com oxigénio, isso leva a uma série de reacdes de degradacdo formando moléculas
como CO; e H,0 (SOUZA et al., 2010; PERALTA-ZAMORA,; TIBURTIUS, 2004).

Na Tabela 4 tem se o potencial de reducdo de agentes oxidantes que podem ser

gerados e/ou utilizados em Processos Oxidativos Avancados.
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Tabela 3: Valores de potenciais de reducdo dos principais agentes oxidantes empregados
nos POAs

Espécie Potencial de reducéo (V)
Fluor (F,) 3,03
Radical hidroxila (*OH) 2,80
Oxigénio radicalar (<O) 2,42
Ozobnio (O3) 2,07
Peroxido de hidrogénio (H,0,) 1,78
Radical hidroperoxila (¢O,H) 1,70
Permanganato de potassio (KMnQOy,) 1,68
Acido hipobromoso (HBrO) 1,59
Dioxido de cloro (CIO,) 1,57
Acido hipocloroso (HCIO) 1,49
Acido hipoiodoso (H10) 1,45
Cloro (Cly) 1,36
Bromo (Br») 1,09

Fonte: Machado, 2018.

Os POAs sao divididos em homogéneos e heterogéneos, os homogéneos utilizam
somente uma fase, podendo adicionar produtos quimicos como H,0,, 03 e/ou UV e o0s
heterogéneos utilizam um sistema polifasico com adi¢do de catalisadores solidos como 6xidos
ou metais fotoativos para aumentarem a velocidade para atingir o equilibrio sem alterar a sua
constituicdo (CIOLA, 1981; DANTAS, 2005).

No quadro 4 observa-se a classificagdo de processos oxidativos avangados
homogéneos e heterogéneos segundo Higarashi (1999).
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Quadro 4: Classificagdo dos POAs em homogéneos e heterogéneos

- Heterogeéneo

Com radiacao y Sem ridhcio Com ridlncib | Sem radlicio
OyUV Oy H:Os Tioyuy | [Eletro-Fenton

TTHO00UV O TTOVH0 UV | 5

OyH0/UV H:.OvFe . ) ' .

Reagente de
Fenton

Foto-Fenton | $:05" 1 _ [ -

. | Cl0; . | ;

) KMnO, - )

Fonte: Higarashi, 1999.

Dentre as inumeras aplicabilidades dos POA (s) podemos citar a sua agdo em agentes
contaminantes com concentragfes muito baixas, em determinadas amostras, podendo atuar
em concentracdes de particulas por bilhdo (ppb) (DOMENECH et al., 2001; GOGATE;
PANDIT, 2004). Outras importantes caracteristicas destes processos € ndo gerar residuos, se
demonstrando como uma alternativa limpa, e a capacidade de alterar a composicao de alguns
compostos levando a degradacdo dos mesmos ou até mesmo a mineralizacdo completa
desses (SARRIA et al., 2002; TABRIZI; MEHRVAR, 2004).

3.6 TIPOS DE PROCESSOS DE CAVITACAO

A formacdo do radical hidroxila (*OH) que é uma das principais caracteristicas dos
processos oxidativos avangados, tambem é obtido pelo processo de cavitacdo. A cavitacdo é
um processo que ocorre somente em liquidos sobre escoamento levando a formagéo de
“cavidades” no interior da massa liquida, tal processo ocorre devido & alteracdo do circuito
por onde este liquido escoa (CASSIOLATO; ALVES, 1998; GOGATE, 2006; MACHADO,
2018; SANTOS, 20009).
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O estudo dos processos de cavitacdo inicialmente foi realizado para elucidar o efeito
deste fendbmeno na durabilidade de determinadas méaquinas ou partes destas que se
encontravam em rotacdo imersas em um liquido, como por exemplo, hélices de navios,
bombas centrifugas e outras. Com o aumento da velocidade das rotagdes destas estruturas
quando imersas em um fluido pode ocorrer a criacdo de uma fase de vapor imersa no liquido
levando a alteracdo das caracteristicas dindmicas do escoamento ocorrendo alteracdes de
temperatura, pressao e liberacdo de energia e consequentemente danificacdo das estruturas de
funcionamento (MICHEL, 2005; FUZIER et al., 2013 apud MACHADO, 2018).

A utilizacdo de POA vem se estabelecendo cada vez mais no meio académico como
uma nova alternativa de tecnologias extremamente promissoras, varios estudos vém sendo
desenvolvidos demonstrando os diferentes usos da cavitacdo com excelentes resultados, e
dentre eles, a utilizacdo desta em tratamentos de agua tem apresentados resultados
promissores e tal fato impulsionou substancialmente nos Gltimos anos a publicacéo de artigos

conforme foi relatado por Gagol e colaboradores (2018), Figura 5.

Figura 2: Crescimento de estudos utilizando cavitacdo segundo plataforma Scopus, 2018.
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Fonte: Gagol et al.,2018.

Atualmente na literatura sdo descritos diferentes tipos de cavitacdo, sendo a cavitacdo
acustica, cavitagdo hidrodindmica, cavitagdo Optica e cavitacdo de particulas (GOGATE et al.,
2001 apud MACHADO, 2018).
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A Cavitacdo acustica € definida pelo efeito de alteracfes de variacGes de pressdo de
um liquido sendo ocasionadas pela passagem por ondas sonoras ultrassénicas variando entre
as frequéncias de 16 kHz a 100 MHz e quando estas alteracfes sdo ocasionadas por ondas de
som sdo chamadas de quimica sdnica (GOGATE, 2006). Ja a cavitacdo Optica é definida
quando as agdes de fotons de alta intensidade aplicados em um liquido levam ao rompimento
das ligacOes moleculares deste, formando bolhas de cavitacdo (GOGATE, 2006; SANTOS,
2009). O outro processo de cavitacdo € o de particulas, onde o rompimento do liquido ocorre
devido a acdo de um feixe de particulas elementares, levando também a formacao de bolhas.
E por altimo a cavitacdo hidrodinamica que é ocasionada pela alteracdo do sistema por onde o
fluido escoa e com isso alterando a velocidade de escoamento e a pressdo estética do liquido
levando a formacdo de microbolhas (cavidades) que implodem ocasionando aumento de
temperatura, alteracdes de pressdo do liquido e liberacdo de energia (GOGATE, 2006;
MACHADO, 2018; SANTOS, 2009).

A cavitagdo pode produzir diferentes efeitos, dentre eles quimicos através da geracao
de radicais livres, mecanicos através de tensfes tangenciais e micro turbuléncias, térmicos
podendo alterar condi¢Ges de pressdo e temperatura drasticamente e combinados quando o
processo de cavitacdo é realizado juntamente com outros agentes como, por exemplo,
tratamentos quimicos (GOGATE; KABADI, 2009). Dentre os tipos de cavitacdo descritos, a
cavitacdo hidrodindmica e a acustica tém sido constantemente utilizadas em estudos
académicos e em aplicacdes em processos industriais, tais usos sdo explicados devido a facil
aplicacdo de tais técnicas e a possibilidade de diferentes resultados de transformacdes fisico-
quimicas que tais processos podem resultar (SANTOS 2009).

A cavitacdo hidrodinamica ocorre quando se modifica a geometria de um sistema de
fluxo de um determinado liquido alterando o seu regime de escoamento, tal alteracdo em
sistemas de cavitacdo montados para experimentos podem ser pelo uso de venturis, placa de
orificio ou véalvula de estrangulamento. Tal alteracdo da geometria do sistema modifica a
velocidade de escoamento de forma que quando o liquido passa por uma constricdo parcial ou
completa no sistema e ocorre um aumento da velocidade do fluido, da energia e diminuigdo
da presséo abaixo da pressdo de vapor liquido no local da constrigdo onde ocorre uma grande
producdo de energia resultando na formacéo de radicais livres (CAUPIN; HERBERT, 2006;
DELMEE, 2003; GOGATE, 2007 apud MACHADO, 2018). Desta forma, ocorre a formagao
de bolhas de cavitagdo que possuem uma densidade energetica elevada, em torno de 1018
KW/m™ com um indice pressdo podendo a chegar a 240 Mpa, velocidade até 1700 m.s™* e um

amento na temperatura superior a 1000 K no centro da bolha. Isso promove alteracdes na
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composicdo quimica, acelerando as rea¢fes quimicas e de transferéncia de massa (ARROJO;
BENITO, 2008; OZONEK, 2012).

Os processos de cavitacdo podem tambem ser classificados de acordo com o grau de
intensidade, podendo ser transiente e estavel. Na cavitacdo transiente ao gerar a bolha de
cavitacdo esta pode entrar em colapso a uma fracdo minima de seu tamanho, liberando uma
quantidade significativa de energia através de uma onde de choque e aumentar intensamente a
temperatura e pressao. Tal processo ocorre devido ao vapor d’agua gerado se dissipar ate o
liquido circundante da bolha. J& as cavitacdes estaveis sdo formadas pequenas bolhas que
oscilam em tamanho e forma devido a variacdo de entrada de energia, podendo ser
insuficiente para causar o colapso total da bolha de cavitacdo e gerando efeitos cavitacionais
mais moderados quando comparados aos da cavitacdo transiente (GOGATE; KABADI,
2019). Desta forma Moholkar & Pandit (1997) relatam que a eficiencia de remocdo de

microorganismos em agua € maior quando a cavitacdo é de carater transiente.

3.7 LEGISLACAO SOBRE POTABILIDADE DE AGUA PARA CONSUMO HUMANO

No Brasil, a regulamentacdo sobre potabilidade, controle (responsabilidade dos
prestadores de servico em abastecimento de agua) e vigilancia da qualidade da agua para
consumo humano (responsabilidade do setor satde) é uma atribuicdo do Ministério da Saude.
Institucionalmente, a definicdo de diretrizes e a implantacdo de politicas relacionadas a
qualidade da &gua estdo localizadas na Coordenacdo Geral de Vigilancia em Salde
Ambiental/Secretaria de Vigilancia em Salde/Ministério da Saude - CGVAM/SVS/MS
(ANDREOLLI, 2016).

A Portaria 2914 de 2011 (BRASIL, 2011) estabelece normas para os sistemas de
abastecimento de agua no monitoramento de Cryptosporidium spp. e Giardia spp.
considerando o monitoramento mensal de Escherichia coli no (s) ponto (s) de captacdo de
agua como ponto de partida. Segundo esta portaria quando identificado uma média
geométrica anual maior ou igual a 1.000 Escherichia coli/100 mL de agua bruta, deve ser
realizado o monitoramento de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. no
(s) ponto (s) de captacdo de agua. Se a média aritmética da concentracdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. for maior ou igual a 3,0 oocistos L™ no (s) ponto (s) de captacéo de
agua, recomenda-se a obtencdo de efluente em filtracdo rapida com valor de turbidez menor
ou igual a 0,3UNT em 95% das amostras mensais ou uso de processo de desinfeccdo que
comprovadamente alcance a mesma eficiéncia de remocéo de oocistos de Cryptosporidium
spp. (FARIAS 2014; FREGONESI, 2012; HESPANHOL, 2015).
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4 METODOLOGIA

4.1 AMOSTRAS DE OOCISTOS DE CRYPTOSPORIDIUM PARVUM

Os oocistos utilizados para infectar as amostras de agua utilizadas nesse trabalho
pertencem ao laboratério de Coccidios da Disciplina de Parasitologia da UFTM e foram
obtidos de fezes de bezerro infectado experimentalmente para o projeto de doutorado
intitulado “Produ¢do de IGy anti-Cryptosporidium parvum e estudo do comportamento da
resposta humoral de bezerros com criptosporidiose induzida™ realizado pela aluna Julia
Gomes de Carvalho Jorge, da Escola de Veterinaria da UFMG, sob a co-orientacdo da
Professora Dra. Marcia Benedita de Oliveira Silva. O referido projeto de doutorado foi
submetido e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Minas Gerais (CEUA/UFMG) sob protocolo n°® 151/2015.

4.2 PREPARO DAS AMOSTRAS DE AGUA CONTAMINADA COM OOCISTOS DE
CRYPTOSPORIDIUM PARVUM

Os oocistos de C. parvum previamente purificados, de acordo com metodologia
descrita por Oliveira-Silva et al. (2007), foram submetidos a contagem na Céamara de
Neubauer. Para contaminacdo da agua foram utilizadas 3 aliquotas de 1 mL na concentracdo
1,0 x10° oocistos L™. As amostras de oocistos foram mantidas em solugdo salina estéril
(0,9%m/m) sob refrigeracdo a 8°C até 0 momento de contaminacao da agua.

Para a passagem no processo de cavitacdo hidrodinamica foram utilizados 6,0 litros de
agua ultrapura divididos em 3 galdes plasticos (capacidade de 5,0 litros) que foram
previamente desinfetados com hipoclorito de sédio a 1%. Em cada galdo foi colocado 2 litros
da agua ultrapura e adicionado 1,0 mL de uma aliquota de oocistos de C. parvum contendo 1
x 10° oocistos (0,34 mL de oocistos de Cryptosporidium parvum e 0,66mL de solucéo salina).

A Figura 6 apresenta o galdo utilizado para a infeccdo da agua ultrapura e uma

aliquota de 1 mL contendo oocistos de C. parvum em solugéo salina.

4.2.1 Teste “Piloto”

Primeiramente foi realizado um ensaio ““piloto™" de submissdo da 4gua contaminada
com oocistos de C. parvum ao Sistema de Cavitagdo Hidrodindmica a uma pressao de 7,0 bar
para avaliar o comportamento do sistema (pressao e variacao de temperatura) e 0s parametros

de recuperacdo e contagem dos oocistos em citometria de fluxo. Dois litros de agua foram
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contaminados com 1 x 10° oocistos de C. parvum/L e foram submetidos ao sistema de
cavitacdo por um periodo de 60 minutos. Amostras de 10 mL foram coletadas logo apds a
infeccdo da agua, sem passar pelo sistema (T0), apds passagem pelo sistema, mas sem ligar a
cavitacdo (T1) e a cada 10 minutos de passagem no sistema (T2 com 10 minutos a T7 com 60
minutos). Apos concentracdo do material por centrifugacdo a 4000 rpm por 10 minutos a 4°C
em uma centrifuga Eppendorf marca 5804R, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso em 1mL de solucdo salina para quantificacdo. A quantificagdo do numero de
oocistos nas amostras da agua antes e ap0s a passagem no sistema de cavitacdo foi realizada
por meio de citometria de fluxo e microscopia de luz (15uL em lamina) para efeito de
comparacao.

4.2.2 Amostras submetidas ao sistema de cavitacdo em 3 pressoes diferentes

Na Figura 6 podemos ver o galdo utilizado para a contaminacdo da agua com oocistos
de cryptosporidium parvum.

Figura 3: Foto do galdo utilizado para infeccdo da agua ultrapura e amostra de oocistos

de C. parvum em solugdo salina.

Amostra de oocistos de C. Parvum

0,340 mL e 0,660 de Sol Salina

Galdo com 2,0 litros de dgua
ultrapura

Fonte: Oliveira, 2019.
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Apo6s a contaminagdo da agua com o0s oocistos de C. parvum e a realizacdo da
homogenizacéo foi retirada uma aliquota de 10 mL de amostra de cada galdo, colocada em
trés tubos falcon de 15 mL e identificadas como P1AOQ (Galédo P1), P2A0 (Galdo P2) e P3A0
(Galao P3) para ser utilizado como controle do tempo “zero”, ou seja, sem passar pelo sistema

de cavitacdo hidrodinamica.

4.3 COMPOSICAO DO SISTEMA DE CAVITACAO HIDRODINAMICA

O sistema de cavitacdo foi construido e instalado junto ao laboratério no Instituto
de Ciéncia e Tecnologia Ambiental (ICTE) no Laboratério de Processos Ambientais, o
sistema foi montado com capacidade para 2,0 litros sendo utilizando uma bomba periférica
de marca KSB de 1 cv bifasica que foi acoplada a um sistema com tubulacéo de cano PVC
(marcas Tigre e Amanco) com medida de ¥ ou 19,05 mm, contendo 1 registro com
regulagem de pressao, 1 registro para ser utilizado como by-pass, 1 registro para coleta de
liguido do sistema, um reservatério para o liquido com capacidade para 2,0 litros
(tubulacdo de 100 mm), um camara com placa de orificio circular com furo central de 1,2
mm confeccionada em nylon e um trocador de calor composto por 2 bombas periféricas
menores sendo a Bomba; marca ProMinent® utilizada para bombear a amostra de agua
com oocistos do reservatdrio do sistema até o reservatorio do trocador de calor, Bomba;
utilizada para bombear a agua resfriada para o segundo trocador de calor visando manter a
temperatura do sistema de cavitacdo em torno de 35°C, um reservatorio de PVC com
capacidade de 50 litros contento agua e gelo sendo este utilizado para a circulacdo da
amostra (dgua com oocistos vindos do sistema de cavitacdo) dentro de serpentinas contida
neste. Também foi instalado uma sonda LabQuest da marca Vernier® com sensor para
afericdo de temperatura e um medidor de presséo digital Full Cage modelo PTC 400 RI
PLUS. Na Figura 7 hd uma ilustracdo do sistema de cavitacdo hidrodindmica com placa de
orificio adaptado do trabalho de Machado (2018).
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Figura 4: Modelo do Sistema de Cavitacao HidrodindAmica montado

1 — Bomba do Sistema de Cavita¢do Hidrodindmica, 2 — Placa de Orificio, 3 — Reservatorio do Sistema de
Cavitacdo Hidrodindmica, 4 — Registro de regulagem de Pressdo, 5 — Registro de By Pass, 6 — Sonda de
Monitoramento de Temperatura, 7 — Contador Digital de Pressdo, 8 — Bomba ; do Sistema de Trocador de
Calor, 9 — Bomba , do Sistema de Trocador de Calor, 10 - Registro para coleta das Amostras e 11 —

Reservatorio de Agua e Gelo do Trocador de calor.

Fonte: Adaptado de Machado pelo autor (2018).

O sistema de cavitagdo hidrodindmica utilizado foi dimensionado de forma reduzida
guando comparado aos ja utilizados em outros experimentos, este apresenta uma capacidade
de volume da amostra menor (2,0 a 2,2 litros), desta forma pode-se utilizar uma amostra de
2,0 litros de 4gua com oocistos de C. parvum na concentracéo de 0,5 x10° oocistos/L (5 x 10?
oocistos/mL) esta concentracdo utilizada é a adequada para que possam ser realizada as
analises da efetividade do processo de cavitagdo e também se assemelha as concentracGes

encontradas de amostras ambientais de &guas contaminadas

Na Figura 8 observa-se o sistema de cavitacdo utilizado no experimento sendo
composto por uma Bomba do Sistema de Cavitacdo Hidrodindmica (1), Placa de Orificio (2),
Reservatorio do Sistema de Cavitacdo Hidrodindmica (3), Registro de Regulagem de Presséo

(4), Registro do By Pass (5), Sonda de Monitoramento de Temperatura (6), Contador Digital
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de Presséo (7), Bomba - 1 do Sistema de Trocador de Calor (8), Bomba - 2 do Sistema de
Trocador de Calor (9), Registro para coleta das Amostras (10) e Reservatorio de Agua e gelo
do Trocador de Calor (11).

Figura 5: Foto do Sistema do Sistema de Cavitacgdo utilizado e seus componentes

R R

Fonte: Oliveira, 2019.

Na figura 6 podemos ver a placa de Orificio e a cdmara que foi utilizada no Sistema de
Cavitacdo, tal mecanismo é responsavel pela alteragdo do circuito por onde a amostra escoa
sob presséo e tal alteracdo é responsavel pela geracdo do fenémeno cavitacional a cavitacao
(GOGATE, 2006).

A placa de orificio foi confeccionada em material de nylon e foi perfurada por uma
microretifica de marca Dremel 110 V e com uma broca de 1,2 mm sendo feito o orificio no

centro da mesma.
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Figura 6 : Camaras e a Placa de Orificio utilizadas no Sistema de Cavitacdo Hidrodinamica,
em que (a) camara 1, (b) placa de orificio montada, (c) cAmara 2 e (d) orificio de
1,2 mm;

(a)

Fonte: Oliveira, 2019.

44 SUBMISSAO DAS AMOSTRAS DE AGUA COM OOCISTO DE
CRYPTOSPORIDIUM PARVUM AO SISTEMA DE CAVITACAO HIDRODINAMICA

Primeiramente o sistema foi submetido a um teste para a corre¢do de vazamentos,
calculo de vazéo do sistema e medida das pressdes que foram utilizadas, sendo 1,0, 3,0 € 5,0
bar, e posteriormente foi realizado um teste durante 60 minutos monitorando a temperatura do
sistema utilizando somente agua natural. Apds o teste de temperatura deu inicio ao
experimentos com as amostras de agua ultrapura contaminadas com oocistos de C. parvum
iniciando o teste com a Presséo de 5,0 bar.

Primeiramente foi colocada a amostra de agua contendo 2,0 litros no reservatorio do
sistema que foi ligado com os Registros de Regulagem de Pressdo (4) e de By-Pass (5)
totalmente abertos para que a amostra percorresse 0 sistema, porém sem se submeter ao

processo cavitagdo durante 1 minuto, onde entdo foi desligado o sistema e coletado 3 tubos
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falcon de 10 mL da amostra e devolvidos ao reservatdrio e entdo foi coletado uma amostra de
10 mL identificada como P1A1 ( P1 devido ser a primeira pressédo e Al por ser a primeira
amostra coletada no sistema) e mantida sob refrigeracdo. Posteriormente o sistema foi ligado
e foram coletadas amostras de 10 em 10 minutos até o tempo de 60 minutos na pressédo de 5,0
bar (P1) totalizando 7 amostras (P1A1L, ..... P1AT).

Apos o primeiro ensaio com a Pressdo P1 o sistema foi regulado para a pressao de 3,0
bar (P2), todo o procedimento experimental realizado foi idéntico ao anterior sendo
identificadas as amostras (P2AL1,....P2A7), o mesmo foi feito para a Pressdo de 1,0 bar (P3)
sendo identificadas as amostras (P3AL,.....P3A7) e acondicionadas sob refrigeracéo.

As amostras colhidas foram levadas ao laboratério de Coccidios da Disciplina de
Parasitologia da UFTM sob refrigeracdo e foram armazenadas a 8°C. Dos 10 mL de amostra
colhidas no tempo “zero” e Al (sem acdo da cavitacdo) e as demais (A2 a A7) submetidas aos
6 diferentes tempos de exposicdo e cavitacdo em 3 pressOes diferentes, foi retirado uma
aliquota de 1mL para ser contado o nimero de oocistos de forma direta, sem concentragdo, no
Citdbmetro de Fluxo. Os 9 mL restantes foram concentrados por centrifugacdo a 4000 rpm por
10 minutos a 4°C em uma centrifuga Eppendorf marca 5804R. Apos centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 1 mL de solucéo salina e
armazenado em tubos Eppendorf, sob refrigeracdo a 8°C até o momento da contagem dos
oocistos no Citdmetro de Fluxo.

4.5 LEITURA DAS AMOSTRAS NO CITOMETRO DE FLUXO

Os oocistos foram quantificados pela técnica de citometria de fluxo, utilizando
microesferas fluorescentes (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA), de concentracdo
conhecida (1000 esferas / pl), conforme protocolo adaptado de Sonzogni-Desalteus et al.
(2019). Inicialmente, foram adicionados 20 puL de microesferas (20.000 esferas, concentracao
na amostra de 100 microesferas / pL), 180 puL de cada amostra submetida ao processo de
cavitacdo e 1 pl de lodeto de Propideo (1pg/mL). Foram administradas aproximadamente
5000 microesferas em cada amostra, em citdometro FacsCalibur e analisados no software
FlowJo 10.1 (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA). Microesferas e oocistos foram
separados baseando-se em sua diferenca de tamanho, complexidade celular e fluorescéncia
natural. Especificamente, os oocistos foram ainda caracterizados pela presenca de DNA,
marcado com lodeto de Propideo. Assim como em uma amostra hipotética, a aquisicdo de
4851 esferas, numa concentracdo de 100 esferas / pl = 46,04 pl de volume adquirido. Na

mesma amostra, 1594 oocistos / 46,04 pl de volume = 34,62 oocistos / uL = 3,46 x 10’
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oocistos / litro. Uma sinopse desta metodologia é mostrada na Figura 7. A concentragdo dos
oocistos foi calculada a partir da quantidade de microesferas adquiridas.

Figura 7: Estratégia de quantificacao de oocistos por citometria de fluxo
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ENSAIO “PILOTO” DE AGUA CONTAMINADA COM OOCISTOS DE
CRYPTOSPORIDIUM SPP. EM UM SISTEMA DE CAVITACAO HIDRODINAMICA.

Os resultados obtidos na contagem de oocistos nos diferentes intervalos de tempo ap6s
passagem da agua no sistema de cavitacdo hidrodindmica na pressao de 7,0 bar demonstraram
uma reducdo de sua concentracdo quando comparados ao controle (TO0), tanto na citometria de

fluxo quanto na contagem em lamina na microscopia ética, Tabela 4.

Tabela 4: Resultados da contagem do N° de Oocistos de C. parvum no citdmetro de fluxo e
microscopia Otica antes e ap6s a passagem pelo Sistema de Cavitacdo
Hidrodinamica em diferentes intervalos de tempo sob uma pressao de 7,0 bar.

Amostras Tempo Citometro de Microscopia
(Minutos) Fluxo Oocistos L™
Oocistos L™
TO 0 904400 2266600
T1 0 603100 844400
T2 10 656700 444400
T3 20 414800 488800
T4 30 541400 355500
T5 40 603000 355500
T6 50 602400 222200
T7 60 479100 222200

Fonte: Oliveira, 2019.

A Figura 8 demonstra a cinética de reducdo do numero de oocistos antes e depois da
passagem da agua pelo sistema de cavitacdo na presséo de 7,0 bar e em diferentes periodos de
tempo. Os resultados de contagem em I&mina na microscopia ética nos mostram uma reducao
mais linear que a citometria de fluxo. Entretanto, nas duas metodologias de contagem, houve
uma reducdo do numero de oocistos, sendo essa de 32% observada na citometria e 73% na

microscopia.
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Figura 8: Gréafico com valores de nimero de oocistos de C. parvum antes e apos a
passagem da &gua no processo de Cavitacdo Hidrodindmica em diferentes

intervalos de tempo a uma pressao de 7,0 bar
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Fonte: Oliveira, 2019.

A citometria de fluxo tem sido utilizada como uma 6tima ferramenta de deteccdo e
quantificacdo de oocistos de Cryptosporidium spp. tanto em amostras fecais como ambientais.
Tal tecnologia apresenta a possibilidade de realizar vérias analises simultaneas das amostras
como estudos quantitativos, qualitativos, analises morfoldgicas fenotipicas e funcional das
células suspensas em um fluido liquido. Desta forma tal técnica € considerada como uma
excelente ferramenta para quantificacdo de oocistos de Cryptosporidium spp. demonstrando
ser um método bastante sensivel para detec¢do de oocistos mesmo em concentragdes baixas,
como tem se apresentado amostras ambientais de &gua contaminada (CODICES, 2013).

Atualmente ainda ndo foi definida uma metodologia especifica de diagndstico e
contagem de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras ambientais de 4gua, contudo, tem
se realizado adaptacOes de técnicas de analises clinicas para identificagdo desses. Tais
técnicas geralmente combinam um processo de concentracdo dos oocistos no material
examinado e uma técnica de visualizagdo empregando microscopia com visualizagdo direta,
imunofluorescéncia direta e/ou metodos moleculares (FERNANDES, 2012).
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5 e o Gréfico na Figura 8,
constatamos que tanto a citometria de fluxo, quanto a contagem em lamina na microscopia
Otica demonstraram reducdo na quantidade de oocistos de C. parvum ao longo do tempo de
cavitacdo, quando comparados como tempo zero (T0). Entretanto, levando em consideragédo
os dados da literatura apresentados acima, sobre a contagem de oocistos de Cryptosporidium
spp. em citometria de fluxo, a inexisténcia de uma técnica padrdo para a contagem desses € as
limitacGes encontradas na contagem em microscopia 6tica (tamanho reduzido do oocisto,
dependéncia de um técnico especializado e dificuldade de visualizacdo de amostras com
namero pequeno de oocistos), que escolhemos a citometria de fluxo para as contagens nos

experimentos subsequentes.
5.2 VARIACAO DE TEMPERATURA NO SISTEMA DE CAVITACAO DURANTE 0OS

EXPERIMENTOS

Durante todos os experimentos foi realizado o acompanhamento da temperatura no
reservatorio do sistema de cavitagdo hidrodindmica.

No ensaio piloto com a pressdo de 7,0 bar durante os primeiros 10 minutos de
funcionamento do sistema (T1 a T2) a temperatura da amostra com oocistos se manteve baixa
(8°C), fato esse explicado pela temperatura da agua com gelo utilizada no trocador de calor e
0 estagio inicial de funcionamento da bomba hidraulica (temperatura inicial amena). Esta
constante se manteve baixa e foi alterando gradativamente e apresentou um aumento de
temperatura no intervalo T4, chegando a 53,7 °C e foi verificado que a Bomba - 2 do trocador
de calor do sistema havia sido interrompida, posteriormente seu funcionamento foi
reestabelecido normalizando a temperatura do sistema girando em torno de 34,1 °C.

A Figura 13 apresenta os resultados de variacdo de temperatura da amostra de agua
nas diferentes pressdes de entrada do sistema de cavitacdo ao longo de 60 minutos. No ensaio
de cavitacdo com pressdes de 3,0 e 5,0 bar, as temperaturas médias apresentadas foram de
33,7 °C e 30,1 °C respectivamente. Na pressdo de 1,0 bar a temperatura media apresentada
ficou em torno de 26,4 °C. De acordo com esses resultados foi possivel observar que quanto
menor foi a pressdo empregada no sistema de cavitacdo em condi¢des normais de
funcionamento com trocador de calor, menor foi a temperatura média da dgua com oocistos

de C. parvum.
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Figura 9: Grafico com a variacdo de temperatura da amostra de &gua com oocistos de C.
parvum ao longo de 60 minutos, em diferentes pressdes de entrada do sistema de

cavitacdo utilizado.
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Fonte: Oliveira, 2019.

Segundo Gogate et al. (2006) a pressdo de entrada que um sistema de cavitagdo
hidrodinamica é submetido influéncia nos fenbmenos cavitacionais que o liquido escoado no
sistema pode sofrer. Tal influéncia pode atuar na quantidade e intensidade de formacdo de
cavidades e consequentemente nos processos fisicos e térmicos que o liquido em escoamento
sofre. Assim os fendmenos de aumento de temperatura e liberacdo de energia no local onde
ocorre a cavitacdo podem ocorrer ou ndo devido a intensidade da pressdo de entrada em que 0
sistema de cavitacdo é submetido (GOGATE & KABADI 2008, MACHADO, 2018).

Contudo o comportamento das variagdes de temperatura ocorridos apresentaram uma
relagdo com a intensidade da pressdo de entrada no sistema de cavitacao, de forma que com as
pressdes empregadas de 7,0, 5,0, 3,0 e 1,0 bar as temperaturas médias foram de 34,1, 33,7,
30,1 e 26,4°C respectivamente, ou seja, quanto maior a pressdo empregada no sistema de
cavitagdo maior foi a temperatura média em condigdes normais de funcionamento do sistema

de cavitacdo e trocadores de calor.
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5.3 AVALIACAO DO NUMERO DE OOCISTOS DE CRYPTOSPORIDIUM PARVUM
APOS PASSAGEM DA AGUA CONTAMINADA NO SISTEMA DE CAVITACAO
HIDRODINAMICA SOB DIFERENTES PRESSOES.

5.3.1 Sistema de cavita¢ao hidrodinamica na pressao de 5,0 bar

A Tabela 6 apresenta os resultados da leitura das amostras de 4gua contaminada com
oocistos de C. parvum antes e apds passagem no Sistema de Cavitagdo Hidrodinamica com
pressdo de 5,0 bar, quantificados através do citometro de fluxo. Os resultados encontrados
demonstram uma reducdo de 73% na concentracdo de oocistos de C. parvum na amostra de
agua contaminada apds a passagem pelo processo de cavitagdo sendo o indice de reducdo
semelhante ao encontrado no teste piloto (pressdo 7,0 bar) mesmo com a sua pressao de
entrada no sistema sendo menor.

A reducéo da concentracao de oocistos pode ocorrer devido a varios fatores resultantes
do processo de cavitacdo, como por exemplo, os efeitos mecanicos gerando turbuléncia local,
correntes de circulacdo, tensdes de cisalhamento e efeitos de calor que podem proporcionar a
aumentos drasticos de temperaturas no local onde ocorre o processo cavitacional no circuito
podendo danificar e até mesmo alterar a morfologia dos microrganismos (GOGATE, 2006;
MACHADO, 2018; SANTOS, 2009).

Tabela 5: Resultados da quantificacdo de oocistos de C. parvum realizada por citbmetro de
fluxo ap0s a passagem pelo sistema de cavitacdo hidrodinamica em diferentes

intervalos de tempo a uma pressao de 5,0 bar

Amostras Tempo Citdmetro de Fluxo Reducdo do n° de
(Minutos) (Oocistos/L.) Oaocistos (%)

TO 0 1035400 -

T1 0 977848 -

T2 10 825780 15,5
T3 20 821149 16,0
T4 30 821983 46,6
T5 40 540540 447
T6 50 380000 73,5
T7 60 479100 61,1

Fonte: Oliveira, 2019.
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Mezule et al. (2009) também citam o efeito cavitacional de formacdo de radicais OH"
(alto poder de reducéo - 2,7V) e sua a¢do na remocao de E. coli em &gua contaminada, atraves
da acdo de danificando suas células podendo levar a sua destruicdo completa ou parcial.

Couto (2017) conseguiu alcancar o indice superior a 90% de remoc¢édo de Paramecium
spp. em aguas contaminadas experimentalmente e indicou destruicdo e inativacdo dos
oocistos de Crytosporidium parvum, porem neste Gltimo citado ndo foi possivel realizar a

quantificacdo de remocao.

5.3.2 Sistema de cavitacao hidrodinamica na pressao de 3,0 bar

A Tabela 6 apresenta os resultados das amostras de agua infectada com oocistos de C.
parvum no Sistema de Cavitacdo Hidrodindmica com uma presséo de entrada de 3,0 bar ao

longo de 60 minutos.

Tabela 6: Resultados da quantificacdo de oocistos de C. parvum realizada por citbmetro de
fluxo ap0s a passagem pelo sistema de cavitacdo hidrodinamica em diferentes

intervalos de tempo a uma pressao de 3,0 bar.

Amostras Tempo  Citdmetro de Fluxo Reduc¢édo no nimero de
(Minutos) Oocistos/L oocistos (%)

TO 0 1012105 -

Tl 0 1016453 -

T2 10 861378 15,3
T3 20 698463 31,3
T4 30 618268 39,2
T5 40 538814 47,0
T6 50 448833 55,8
T7 60 359066 64,7

Fonte: Oliveira, 2019.

Os dados da Tabela 6 também demonstram uma queda na concentragdo de oocistos de
C. parvum quando comparadas ao controle, tempo zero (T0). Neste ensaio experimental,
assim como nos anteriores, o tempo de exposi¢cdo dos oocistos a cavitacdo influenciou
diretamente na diminuicdo da concentracdo desses na 4gua, ou seja, quanto maior foi o tempo

de exposicdo da amostra a cavitagcdo hidrodindmica maior foi o indice de remogéo de oocistos
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de C. parvum na agua. Nesse ensaio experimental, foi possivel observar apds 60 minutos, um
percentual de reducdo de 64,7% no numero de oocistos.

A quantidade adequada de pressdo de entrada que um sistema de cavitacdo
hidrodinamica é submetido influencia diretamente nos resultados esperados. A eficacia do
fenbmeno cavitacional estd relacionado as caracteristicas como, numero de bolhas de
cavitacdo geradas, o tamanho destas e principalmente as suas condi¢Oes de imploséo que véo
influenciar nos efeitos fisico-mecanicos, quimicos e de calor gerados pela cavitacdo. Quando
um determinado sistema estd submetido a uma pressdo de entrada muito alta pode ocorrer
uma formacdo intensa de bolhas de cavitagdo e com isso reduzir a intensidade de colapso
destas, a quantidade de liberacdo de energia e a formacdo do radical hidroxila. Contudo a
utilizacdo de pressdes de entrada inadequadas no sistema de cavitagdo pode diminuir a
eliminacdo de microrganismos no local onde ocorre o fendmeno cavitacional através da
formacdo desordenada de bolhas de cavitagio (DOMENECH et al., 2001; GOGATE;
PANDIT, 2004; MACHADO, 2018).

5.3.3 Sistema de cavitacao hidrodinamica na pressao de entrada de 1,0 bar

A Tabela 7 apresenta as concentraces de oocistos de C. parvum na agua antes e ap0s

a passagem no sistema de cavitacdo hidrodinamica a pressdo de entrada de 1,0 bar.

Tabela 7: Resultados da quantificacdo de oocistos de C. parvum realizada por citbmetro de
fluxo apos a passagem pelo Sistema de Cavitacdo Hidrodindmica em diferentes

intervalos de tempo a uma pressao de 1,0 bar

Amostras Tempo Citdbmetro de Fluxo Reducdo no nimero
(Minutos) Oocistos/L de Oocistos %

TO 0 1161393 -

T1 0 982554 -

T2 10 440176 55,2
T3 20 618886 37,0
T4 30 698184 28,9
T5 40 605326 38,4
T6 50 438247 55,4
T7 60 298923 69,6

Fonte: Oliveira, 2019.
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Mesmo com uma menor pressdo de entrada no sistema de cavitacdo o indice de
remocao de oocistos foi semelhante ao apresentado nas outras pressdes utilizadas, chegando
proximo de 70%. A quantidade de pressdo de entrada utilizada nos sistemas de cavitacdo
influencia na producdo dos fendmenos cavitacionais, porem se esta for ajustada ao
dimensionamento do sistema o nimero de bolhas de cavitacdo produzidas e o regime de
implosdo destas pode ser perfeitamente satisfatério (ARROJO; BENITO, 2008).

5.3.4 Comparativo da remocéo de oocistos em funcédo da pressdo de entrada no sistema
de cavitacdo hidrodinamica

Em todas as pressdes utilizadas no sistema de cavitacdo hidrodindmica ocorreu queda
no numero de oocistos de C. parvum, quando comparado ao controle. Na Figura 10 observa-
se a remocdo de oocistos nas pressdes 7,0, 5,0, 3,0 e 1,0 nos intervalos de tempo 10, 20, 30,
40, 50 e 60 minutos.

Figura 10: Grafico com a queda percentual na concentracdo de oocistos de C. parvum
observada na amostra de dgua submetida a diferentes pressdes de entrada no

sistema de cavitacdo hidrodinamica ao longo do tempo

Remocéo de Interval_or de tempo
00cistoso (%) (minutos)
80,0 -
70,0 m 10
=20
60,0
=30
50,0 10
40,0 =50
30,0 m 60
20,0
10,0
0,0 ‘ ‘ :
7 Bar 5 Bar 3 Bar 1 Bar
-10,0

Pressdes de entrada
Fonte: Oliveira, 2019.
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Ao analisar as reducdes de oocistos de C. parvum podemos verificar que nas pressoes
1,0 e 7,0 bar que ndo foi possivel simular um modelo cinético que se adequasse aos
resultados, isso devido as inconsisténcias dos resultados de acordo com o tempo. Ja nas
pressdes 5,0 e 3,0 bar ocorreu uma reducdo continua ao longo do tempo de forma que foi
possivel estabelecer um modelo de ajuste de cinética de primeira ordem atraves da
comparagdo de valores encontrados do coeficiente k (constante cinética) conforme

apresentado nas Figuras 11 e 12 respectivamente.

Figura 11: Variacdo da reducdo da concentracdo de oocistos submetidos a pressédo de 5,0 bar

através do ajuste ao modelo de cinética de primeira ordem.
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Fonte: Oliveira, 2019.

Na presséo utilizada de 5,0 bar o percentual de reducao de oocistos foi aumentando em
relacdo ao tempo chegando no Tempo 6 a um percentual maximo 73,5 % e depois diminuido
para o indice de 61,10% no Tempo 7. Mesmo com tal variacdo, os resultados se adequaram a
um modelo de cinética de primeira ordem apresentando um coeficiente cinético de K=
0,01549 (min-), Figura 11.
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Figura 12: Variagdo da reducdo da concentracdo de oocistos submetidos a pressao de 3,0

através do ajuste ao modelo de cinética de primeira ordem.
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Fonte: Oliveira, 2019.

Na pressao utilizada de 3,0 bar a reducdo da concentracdo de oocistos foi aumentando
de acordo com o tempo de exposi¢do ao sistema de cavitacdo hidrodindmica chegando a um
percentual de 64,7 %, Figura 12. Tais dados também se adequaram a um modelo de cinética
de primeira ordem de forma que apresentaram um coeficiente cinético de K= 0,01677 (min-1)
sendo maior que o encontrado na pressdo 5,0 bar (K= 0,01549 (min™), contudo podemos
afirmar que a presséo de 3,0 bar demonstrou um modelo de adequacdo de seus resultados
melhor que todas as outras pressoes utilizadas para a remogéo de oocistos de C. parvum.

A maior eficiéncia de remocdo de oocistos de C. parvum apresentada pela pressao de
3,0 bar utilizada no sistema pode ser explicado pela maior producdo dos efeitos fisico-
mecanicos, quimicos e térmicos do processo de cavitacdo. A eficiéncia de tais efeitos é
dependente do numero adequado de formacdo de microbolhas e o tamanho das mesmas
(GOGATE; PANDIT, 2004). Quando ocorre uma formacao elevada de microbolhas durante a
cavitacdo pode ocorrer o fenémeno de coalescéncia, que é definido pela presenca de varias
microbolhas em uma regido levando a uma interferéncia entre estas, principalmente no seu
processo de colapso durante a implos&o e todos os outros fendmenos gerados (DOMENECH
etal., 2001; GOGATE; PANDIT, 2004; GOMES, 2015; MACHADO, 2018).
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A cavitagdo hidrodindmica leva a formagdo de radicais hidroxila através da ciséo
hemolitica da molécula da agua (Equacdo 1) formando os radicais *OH e *H (BAGAL,;
GOGATE, 2012).

H,O — «OH +<H (1)

Varios estudos utilizaram diferentes variacdes de pressdes para avaliar 0 processo de
cavitacdo hidrodindmica na remocdo de microorganismos ou poluentes de agua. Segundo
Raut-Jadhav e colaboradores (2013) utilizando variagdes de pressdes de entrada no processo
de cavitacdo hidrodindmica constataram que, utilizando valores mais altos a eficiéncia de
remocdo do defensivo imidacloprid em &gua foi afetada pelo processo de coalescéncia.
Machado (2018) também relatou a reducdo da efetividade da remocdo do corante azul de
bromotimol através do processo de cavitacdo utilizando a maior pressdo de entrada quando
comparada a valores menores e Abdala Neto (2014) conseguiu um percentual de remocéo de
coliformes totais e Escherichia coli em uma pressao intermediaria levando a uma vazéo de 60
Lht
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6 CONCLUSAO

A utilizacdo do sistema de cavitacdo hidrodindmica se mostra eficiente na remocéo de
oocistos de Cryptosporidium parvum em &agua infectada experimentalmente e foram

levantados os seguintes aspectos durante os experimentos:

» Quanto maior a pressdo de entrada empregada no Sistema de Cavitagdo
Hidrodindmica maior foi a temperatura média encontrada em condi¢des normais de
funcionamento do sistema e trocadores de calor nas amostras de &gua com 00cistos;

» Todas as pressdes de entrada utilizadas no Sistema de Cavitacdo Hidrodindmica
levaram a reducdo da concentracdo de oocistos de C. parvum em agua contaminada
experimentalmente quando comparadas ao controle;

> A utilizacdo da citometria de fluxo se mostrou um método eficaz para a quantificacdo
da concentracdo de oocistos em &gua infectada experimentalmente;

> As pressoes de 3,0 e 5,0 bar utilizadas no sistema de cavitagdo demonstraram um
modelo de cinética de primeira ordem analisando reducgdo da concentracéo de oocistos
e tempo de exposicao a cavitagao;

» O modelo encontrado da pressdo 3,0 bar utilizada apresentou uma constante k maior
que a da pressdo 5,0 bar, apresentando assim uma maior eficiéncia na redugéo da
concentracdo de oocistos em relacdo ao tempo de exposicdo das amostras a0 processo

de cavitagéo.
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