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RESUMO 

O carvão ativado é muito utilizado em filtros de água, contudo, é susceptível à formação de 

biofilmes microbianos em sua superfície.  Quando aderidos à superfície do carvão ativado, os 

biofilmes podem saturar de forma prematura o filtro e desprender-se durante o processo de 

filtração, contaminando a água filtrada. Uma alternativa industrial para evitar a contaminação 

da água por meio de micro-organismos é a impregnação do carvão ativado com prata, pois ela 

possui atividade bactericida e pode inibir a formação de biofilmes. Neste contexto, objetivou-

se impregnar prata em carvão ativado do endocarpo de babaçu Orbignya phalerata, 

quantificar e caracterizar as amostras de carvão, avaliar a formação de biofilmes mistos de 

Escherichia coli ATCC 8739 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 na superfície do carvão 

ativado, avaliar a lixiviação de prata e verificar a atividade inibitória do metal na formação de 

biofilmes mistos. A metodologia aplicada para impregnação de prata foi realizada por 

aquecimento com agitação até completa secura, seguida de calcinação em mufla. As 

caracterizações seguiram os métodos da Sociedade Americana de Testes e Materiais. A 

análise de formação e inibição do biofilme, juntamente com a lixiviação dos metais foram 

realizadas em meio filtrante de leito fixo. Os resultados da quantificação de metal nas 

amostras foram: 0,0180%, 0,0218% e 0,0453% de prata em massa. As caracterizações das 

amostras demonstraram que o carvão ativado possuiu elevada capacidade adsortiva, que não 

foi afetada pela impregnação dos metais. A concentração em massa de prata lixiviada na água 

permaneceu dentro das normas exigidas pela ABNT NBR 16098/2012 e pela Portaria 

2914/2011 quanto à concentração de metal presente na água filtrada demonstrando que o 

processo de impregnação do carvão ativado com prata não alterou a qualidade da água 

filtrada. A formação de biofilme misto de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa 

ocorreu nas amostras de carvão ativado não impregnado, enquanto que para amostras de 

carvão ativado impregnado houve inibição completa do crescimento de biofilme por 

Escherichia coli e redução concentração-dependente para Pseudomonas aeruginosa, 

chegando a completa inativação. Nas condições experimentais utilizadas, a prata impregnada 

no carvão ativado inibiu a formação de biofilmes mistos, se apresentando como metal 

altamente eficaz na inativação bacteriana. Portanto o uso de prata em menores concentrações 

que as empregadas comercialmente (0,08%) apresentaram propriedades de inativação de 

biofilmes microbianos mistos, sem comprometimento da água potável, mostrando sua 

aplicação como meio filtrante em filtros de água domésticos e alternativa industrial visando 

possível economia de recursos. 

Palavras-chave: Biofilmes mistos. Carvão ativado. Escherichia coli. Prata. Pseudomonas 

aeruginosa. 
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ABSTRACT 

Activated carbon is used in water filters, however, it is susceptible to the formation of 

microbial biofilms on its surface. When adhered to the surface of the activated carbon, 

biofilms can prematurely saturate the filter and dislodge during the filtration process, 

contaminating the filtered water. An industrial alternative to avoid the contamination of water 

by means of microorganisms is the impregnation of activated carbon with silver, since it has 

bacteriostatic activity and may inhibit the formation of biofilms. In this context, the objective 

was to impregnate silver in activated carbon of the Orbignya phalerata Babaçu endocarp, to 

quantify and characterize the carbon samples, to evaluate the formation of mixed biofilms of 

Escherichia coli ATCC 8739 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 on the activated 

carbon surface, to evaluate the silver leaching and verify the inhibitory activity of the metal in 

the formation of mixed biofilms. The methodology applied for silver impregnation was 

carried out by heating with stirring until complete dryness, followed by calcination in muffle. 

The characterizations followed the methods of the American Society of Testing and Materials. 

The analysis of formation and inhibition of the biofilm, together with the leaching of the 

metals were carried out in fixed bed filter medium. The results of metal quantification in the 

samples were: 0.0180%, 0.0218% and 0.0453% silver by mass. The characterization of the 

samples showed that the activated carbon had a high adsorptive capacity, which was not 

affected by the impregnation of the metals. The bulk concentration of silver leached into the 

water remained within the standards required by ABNT NBR 16098/2012 and Ordinance 

2914/2011 regarding the concentration of metal present in the filtered water demonstrating 

that the process of impregnation of activated carbon with silver did not alter the quality 

filtered water. The mixed biofilm formation of Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa 

occurred in the samples of non-impregnated activated carbon, while for impregnated activated 

carbon samples there was complete inhibition of the biofilm growth by Escherichia coli and 

concentration-dependent reduction for Pseudomonas aeruginosa, arriving at complete 

inactivation. Under the experimental conditions used, silver impregnated with activated 

carbon inhibited the formation of mixed biofilms, presenting as highly effective metal in 

bacterial inactivation. Therefore, the use of silver at lower concentrations than those used 

commercially (0.08%) showed inactivation properties of mixed microbial biofilms, without 

compromising drinking water, showing its application as a filter medium in domestic water 

filters and industrial alternative for possible savings of resources. 

Keywords: Activated carbon. Escherichia coli. Mixed biofilm. Pseudomonas aeruginosa. 

Silver. 
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1. INTRODUÇÃO 

Devido à sua elevada área superficial e alto poder de adsorção (LI et al., 2002), o 

carvão ativado é utilizado para purificar, desintoxicar, desodorizar, filtrar, descolorir ou 

modificar a concentração de uma infinidade de materiais líquidos e gasosos, sendo de grande 

interesse em vários setores econômicos de diversas áreas por representar um processo de 

baixo custo e de fácil operação (OLIVEIRA, 2003; LYUBCHIKA et al., 2004).  

 Também possui aplicabilidade como suporte para catalisadores (LIAKAKOU et 

al., 2015), agente descolorante (TIAN et al., 2015) e na remoção de metais pesados em 

efluentes (BACCAR et al., 2009). O aumento contínuo na demanda faz com que seja 

necessário o uso de diferentes matérias-primas, principalmente de origem vegetal como, por 

exemplo, madeira, endocarpo de coco, resíduos de babaçu, etc. (WILSON, 1981; 

JANKOWSKA et al., 1991). 

O carvão ativado é extensivamente utilizado como filtros de água (SCHMIDT, 

2011). Contudo, é susceptível à formação de biofilmes microbianos, pois a água a ser filtrada 

pode estar contaminada com micro-organismos que se alojam em suas superfícies, consomem 

a matéria orgânica do meio e secretam exopolissacarídeos (EPS) – metabólitos secundários, 

produzidos principalmente durante a fase estacionária do crescimento microbiano – formando 

assim o biofilme (SUTHERLAND, 1998; DONLAN & COSTERTON, 2002). 

Para a indústria, os biofilmes custam bilhões de dólares por ano em equipamentos 

danificados, contaminação de produtos e perdas energéticas. O fenômeno da formação de 

biofilme impacta em uma ampla gama de empresas, incluindo produção do petróleo, de 

especialidades químicas, da saúde, de produtos domésticos, mineração e utilidades, além da 

obtenção de água potável (PIZZOLITTO et al., 2001). 

Quando aderidos à superfície do carvão ativado, os biofilmes podem saturar de 

forma prematura os filtros e desprender-se durante o processo de filtração, contaminando a 

água filtrada (FONG & WOOD, 2006).  

A impregnação do carvão ativado com prata representa uma alternativa para evitar 

a sua contaminação microbiana e auxiliar na obtenção de água com alto grau de potabilidade, 
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ou seja, baixa densidade microbiana por meio da ação sinérgica da adsorção do material 

orgânico pelo carvão ativado e na ação bactericida da prata (XAVIER et al., 2010).  

Tang et al. (2007) citam que a prata possui propriedades antibacterianas sem 

efeitos tóxicos em comparação com íons de outros metais pesados. Nas pesquisas sobre 

antibacterianos, é o primeiro metal apontado como melhor candidato inclusive em estudos da 

redução de infecções bacterianas em zonas próximas a superfícies de biomateriais que 

possuem prata em sua composição.  

Lalley et al. (2014) comparou demais metais capazes de inativar bactérias e a 

prata se mostrou o mais eficiente, além de ser a nanopartícula metálica mais comumente 

investigada. Seu efeito oligodinâmico é forte para uma gama de bactérias, mas se mantém 

relativamente não tóxico para as células dos mamíferos.  

Sendo assim, sugere-se que caso a concentração de prata seja aumentada, haja 

também um aumento na ação antimicrobiana. Porém, conforme se aumenta a concentração de 

prata sobre a superfície do carvão ativado, diminui-se a área superficial do adsorvente, 

resultando na diminuição de sua capacidade adsortiva. A prata é recurso dispendioso e, se 

utilizado em excesso torna o carvão ativado impregnado economicamente inacessível (FONG 

& WOOD, 2006).  

O desenvolvimento de produtos antimicrobianos está em constante crescimento. 

Essa atividade depende da superfície de contato, sendo que uma superfície de contato maior 

permite uma ampla interação com as substâncias orgânicas e inorgânicas (CLEMO, 2005; 

JONES & HOEK, 2010). 

Portanto, este trabalho propõe a impregnação do carvão ativado com prata em 

concentrações inferiores às utilizadas comercialmente, para desenvolvimento de filtro 

experimental com leito fixo e para o estudo da inibição da formação de biofilmes mistos de 

Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa em condições laboratoriais. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1. Carvão ativado 

O carvão ativado (CA) é um material carbonoso poroso que foi submetido a 

processos como carbonização e ativação, subsequente à pirólise, que consiste em submeter o 

material carbonizado a reações secundárias visando o aumento da porosidade (RAMOS et al., 

2009). A maior parte dos materiais carbonáceos possui certo grau de porosidade, sendo que 

no decorrer da ativação a área superficial aumenta com a oxidação dos átomos de carbono. 

Após a ativação, o carvão pode apresentar área superficial na ordem de dezenas de m2.g-1 

(SHOAIB & AL-SWAIDAN, 2015). 

A química da superfície do CA, e consequentemente, o caráter ácido e básico da 

sua superfície, podem ser modificados através de processos biológicos e físico-químicos, 

(BHATNAGAR et al., 2013), tais como tratamento térmico, oxidação ou impregnação com 

vários compostos orgânicos e inorgânicos. A oxidação é uma das modificações convencionais 

mais utilizadas, em que se empregam agentes oxidantes, em fase gasosa ou em solução 

(COOKSON, 1980). Nessa fase, o carbono irá reagir com o agente oxidante produzindo 

óxidos de carbono que se difundem para a superfície, formando a estrutura porosa interna do 

CA (SMÍSEK & CERNÝ, 1970). 

O CA possui características como a forma, tamanho de partícula, volume do poro, 

área superficial, estrutura, distribuição de poro e características físicas e químicas da 

superfície. Todos esses parâmetros podem ser modificados, obtendo-se diferentes tipos de 

carvão com características melhoradas, o que lhes confere maior capacidade de adsorção (PIS 

et al., 1996; WANG et al., 2001).  

A produção de CA pode partir de diferentes materiais tais como madeira, 

endocarpo do coco, sementes, osso, coque, petróleo, plástico, pneus, entre outros. A matéria-

prima de origem, juntamente com o modo de ativação do carvão, confere diferentes 

características ao produto final, resultando em diferentes capacidades adsortivas para cada 

CA. Além disso, sua efetividade em adsorver um determinado composto também é altamente 

influenciada pelas características do composto a ser adsorvido (DONATI et al., 1994). 
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Dotada de uma porosidade, sabe-se que a área interna é variável, organizada de 

acordo com a dimensão dos poros. Segundo as normas da União Internacional de Química 

Pura e Aplicada (IUPAC), os poros se classificam em macroporos (acima de 50 nm), 

mesoporos (2 nm a 50 nm) e microporos (inferior a 2 nm) granulares (CLARK, 2010; 

ROUQUEROL et al., 2013), conforme representado na Figura 1. 

Figura 1 - Representação da classificação dos poros do carvão ativado conforme as dimensões 

apresentadas. 

 
Fonte: CLARK, 2010. 

A maior parte da superfície do CA reside na região de microporos, sendo estes os 

principais responsáveis por sua capacidade de adsorção (RODRÍGUEZ & MOLINA, 2004), 

proporcionando alta capacidade de adsorção para moléculas de dimensões pequenas, tais 

como gases e solventes comuns.  

Já os mesoporos são importantes na remoção de moléculas grandes, tais como 

corantes, e proporcionam maior contribuição na área superficial para carvões impregnados 

com produtos químicos. Por fim, os macroporos não apresentam contribuição significativa 

para a área superficial, mas são de fundamental importância para a condução do adsorvato na 

direção dos meso e microporos (BANSAL & GOYAL, 2005; COSTA, 2007). 
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Constituindo-se basicamente de carbono, o CA forma estruturas grafíticas, sendo 

que sua superfície contém grupos funcionais oxigenados, tais como álcoois, fenóis e ácidos 

carboxílicos (OZDEMIR et al., 2014), conforme mostra a Figura 2: 

Figura 2 – Representação química dos grupos funcionais presentes na superfície do carvão 

ativado. 

 
Fonte: Adaptado de NA et al, 2012. 

A quantidade e os tipos de grupos funcionais dependem do tipo de ativação 

(NOWICKI et al., 2015).  

2.2. O processo de fabricação do carvão ativado 

No processo de fabricação do CA há duas etapas: carbonização da matéria-prima 

e ativação, sendo que no processo de carbonização já ocorrem transformações irreversíveis na 

matéria prima (BRITO & BARRICHELO, 1981).  

A carbonização consiste na decomposição térmica, conhecida como pirólise, que 

implica na ruptura de ligações carbono-carbono e na formação de ligações carbono-oxigênio. 

Durante a carbonização, parte do material carbonáceo é reduzida a carbono a temperaturas 

acima de 350ºC, onde são eliminados os componentes voláteis (CO, H2, CO2 e CH4) e 

espécies não carbônicas, produzindo um resíduo sólido: carvão (SOARES, 2001). 

Etapa subsequente à carbonização e indispensável na promoção do aumento de 

poros do carvão, a ativação consiste na retirada de componentes como naftas, alcatrão e 
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resíduos orgânicos que possam obstruir os poros (OZDEMIR et al., 2014). São dois os tipos 

de processo de ativação: ativação física ou química (KATESA et al., 2013). 

A ativação química pode ser dada a partir de ácidos ou bases, tais como: 

carbonato de potássio, hidróxido de potássio (OKMAN et al., 2014), cloreto de zinco 

(OZDEMIR et al., 2014), ácido fosfórico (GUO & ROCKSTRAW, 2007), cloreto de ferro 

(PEREIRA et al., 2008), ilustrado na Figura 3: 

Figura 3 – Esquema da carbonização e ativação química com FeCl2. 

 
Fonte: Adaptado de PEREIRA et al., 2008. 

Estes ácidos, bases e sais são responsáveis pela desidratação da matéria prima 

carbonácea qual é impregnada com estes agentes desidratantes e submetidos a temperaturas 

que podem variar de 280°C a 800°C (PEREIRA et al., 2008; SAKA, 2012; OKMAN et al., 

2014; YORGUN & YILDIZ, 2015). No final do processo, os agentes químicos são removidos 

do CA através de lavagem, desobstruindo os poros e também recuperando o agente ativante 

(PEREIRA et al., 2008). 

Na ativação física são utilizados gases oxidantes tais como CO2 (SHOAIB & AL-

SWAIDAN, 2015) ou vapor de água (SOUSA et al., 1994), podendo-se empregar 

temperaturas de 450°C, 550°C e 650°C durante o processo (VELÁZQUEZ-TRUJILLO et al., 

2010). O processo de ativação por CO2 exige uma temperatura mais elevada que o vapor, pois 

o CO2 possui baixa reatividade devido seu tamanho molecular maior, o que impede sua 

difusão (LI et al., 2015).  
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A incorporação desses gases (gaseificação física) eleva o volume de poros, 

ocorrendo remoção de resíduos de decomposição e de material carbonáceo, como 

representado na Figura 4 (COSTA, 2007). 

Figura 4 – Processo de produção de carvão ativado (carbonização e ativação física). 

 
Fonte: Autoria própria 

2.3. Carvão ativado do endocarpo de babaçu (Orbignya phalerata) 

Vários materiais de natureza lignocelulósica podem ser utilizados para fabricação 

de carvões: madeiras, caroços de frutas, bagaço de cana-de-açúcar, resíduos da indústria 

têxtil, folhas de plantas, grãos de café, entre outros, com referido destaque ao endocarpo do 

coco, como no caso do babaçu (Orbignya phalerata Mart., Arecaceae) (ANNUNCIADO et 

al., 2005). 

O endocarpo, conhecido como a casca do coco, representa 60% do coco e é 

matéria-prima para a fabricação de isolantes e para a produção de ácido acético e carvão 

(PINHEIRO & FRAZÃO, 1995). Outras utilizações deste resíduo advêm do uso do pó das 

cascas de coco verde, no tratamento de efluentes industriais, para remoção de metais tóxicos 

(PINO et al., 2006). 

A composição química do coco é constituída por alto teor de lignina (50%), 

celulose (23-43%) e hemicelulose, dando a este material um forte potencial de uso como 

bioadsorvente (RODRÍGUEZ & MOLINA, 2004) (Figura 5). 
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Figura 5 – Estrutura química dos principais componentes do coco: lignina, celulose e 

hemicelulose. 

 
Fonte: Adaptado de FERREIRA et al., 2009. 

2.4. Biofilmes bacterianos 

O crescimento bacteriano era em sua grande maioria, considerado como sendo 

planctônico, ou seja, em suspensão em meio aquoso (DAVEY & O'TOOLE, 2000). No 

entanto, já há algum tempo, a maioria dos estudos reconhece que grande parte das populações 

bacterianas, independentemente do meio em que se encontram (ambiental, alimentar ou 

médico), está propícia a formar agregados de várias espécies constituindo comunidades de 

micro-organismos (COSTERTON, 1999; JACOBSEN & SHIRTLIFF, 2011).  

Estas comunidades, conhecidas como biofilmes, podem ser definidas como um 

conjunto de micro-organismos que estão envoltas em uma matriz polimérica auto-produzida, 

composta de substâncias como polissacarídeos, proteínas e ácido desoxirribonucleico (DNA) 

extracelular, que confere estabilidade estrutural ao biofilme, definida como a matriz do 

biofilme. Uma vez na forma de biofilme, as bactérias apresentam maior resistência à 

fagocitose, aos mecanismos de defesa inata e adaptativa do hospedeiro e à terapia 

antimicrobiana (COSTERTON, 1999; SOTO, 2013).  
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A formação de um biofilme numa superfície envolve várias etapas, sendo as 

principais a adesão inicial à superfície seguida da ligação intercelular, como é demonstrado na 

Figura 6: 

Figura 6 – Etapas de formação de biofilme em substrato. 

 
Legenda: 1- as bactérias em modo planctônico; 2- adesão à superfície; 3- crescimento agregado; 4- formação da 

matriz extracelular; 5- o crescimento celular e libertação de compostos celulares para a matriz formam a 

estrutura irregular típica dos biofilmes; 6- a liberação de células e da matriz do biofilme maduro para 

colonização de outras regiões. Fonte: HENRIQUES et al, 2013. 

 

Muito antes de 1970, foi identificada a formação de biofilmes bacterianos, porém 

apenas em meados de 1999 é que vários estudos se empenharam em identificar e entender os 

mecanismos de sua formação (COSTERTON et al., 1999). Vários fatores estão envolvidos no 

desenvolvimento do biofilme, como a temperatura, presença de agentes microbianos, 

quantidade de inóculo, forças hidrodinâmicas, características do substrato, variação de pH, 

teor de nutrientes, assim como as concentrações de metabólitos microbianos (NAVES et al., 

2008). 

A etapa inicial da formação de um biofilme inicia-se com a adesão de 

colonizadores primários em uma superfície biótica ou abiótica que contenha matéria orgânica 

e umidade, ocorrendo primeiramente interações do tipo van der Waals entre a superfície de 

fixação e o colonizador inicial (GU, 2014). 

A fixação irreversível de bactérias Gram-negativas à superfície ocorre, 

aproximadamente, duas horas após a adesão inicial em que há a formação de microcolônias. 

Estas microcolônias correspondem a um amontoado de células unidas e aderidas entre si, em 

determinada superfície. Nesta etapa, a morte dos micro-organismos é cessada (BOARI et al., 

2008). 
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As células que se apresentam aderidas às superfícies são definidas como sésseis, 

enquanto aquelas que estão livres e dispersas na fase aquosa são definidas como planctônicas. 

Os colonizadores primários se desenvolvem formando pequenas colônias que passam a 

sintetizar uma matriz exopolissacarídica que atua como substrato, auxiliando a aderência de 

outros micro-organismos, denominados colonizadores secundários em sua estrutura (DUNNE 

JUNIOR, 2002).  

Durante o processo de maturação do biofilme, há um aumento pronunciado na 

quantidade de micro-organismos e materiais polissacarídicos secretados, sendo aumentada a 

espessura do biofilme (HEYDORN et al., 2000). Quando o biofilme atinge uma determinada 

massa crítica e o equilíbrio dinâmico é alcançado, as camadas mais externas começam a 

liberar células em estado planctônico, se dispersando e multiplicando rapidamente e assim 

colonizam novas superfícies e organizam biofilmes em novos locais (GUPTA et al., 2016). 

Os biofilmes têm importância em várias atividades, como a produção de vinagre e 

de ácido cítrico; em aplicações farmacêuticas pela produção de metabólitos secundários e em 

processos biológicos, para a extração de metais a partir de minério. Em contrapartida, o 

crescimento indesejável de biofilmes tem impacto negativo em várias aspectos, como, por 

exemplo: estragos em equipamentos devido à biocorrosão, contaminação de produtos 

alimentícios, perdas energéticas relacionadas com o aumento de atrito, diminuição da 

transferência de calor, perdas de pressão em tubulações e, ou, em equipamentos e perdas 

significativas para a indústria, em âmbito geral (PIZZOLITTO et al., 2001) e principalmente 

tornarem-se fontes de contaminação microbiana (GERMANO & GERMANO, 2001), como é 

o caso dos filtros de água. 

Várias espécies bacterianas são capazes de formar biofilmes (COSTERTON et al., 

1995). Dentre os agentes patogênicos estão a Escherichia coli que representa um dos micro-

organismos melhor estudados quanto à formação de biofilmes, Pseudomonas aeruginosa, 

sendo a segunda extensivamente utilizada como modelo para o estudo, Salmonella spp., 

Shigella spp., Staphylococcus aureus, Vibrio spp., Campylobacter jejuni, Clostridium spp., 

Listeria monocytogenes (COSTERTON, 1999; WATNICK & KOLTER, 2000; CHEW & 

YANG, 2016).  
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2.5. Formação de biofilmes mistos de Escherichia coli e Pseudomonas 

aeruginosa em carvão ativado 

A aplicabilidade do CA está relacionada à sua alta porosidade, adsorção rápida e 

estabilidade térmica (HESAS et al., 2013). Como consequência, são numerosas as aplicações, 

como na catálise (LIMA et al., 2013), na indústria de alimentos, na medicina (AWWAD et al., 

2015), na proteção ambiental para o controle de tratamento de água (LIU et al., 2014) e 

efluentes (HAFTKA et al., 2004). 

Filtros domésticos de CA são capazes de adsorver contaminantes (matéria 

orgânica) presentes na água de consumo e também removem cloro residual proveniente da 

estação de tratamento de água (ETA) (HENNING & VON, 2012). No entanto, o CA em meio 

úmido, pode se tornar propício ao desenvolvimento de micro-organismos patogênicos 

(NANGMENYI et al., 2009). 

A irregularidade, rugosidade e porosidade da superfície do CA fornecem um 

excelente ambiente para o desenvolvimento e crescimento de biofilmes. A colonização e 

proliferação bacteriana trazem prejuízos como a diminuição de tempo de vida útil do filtro e, 

posteriormente, o desprendimento dos micro-organismos da estrutura do CA contaminando a 

água filtrada (GIBERT et al., 2013; ISLAM et al., 2016), conforme ilustrado na Figura 7:   

Figura 7 – Filtro de água de carvão ativado saturado com micro-organismo. 

 
Legenda: H2O – Oxigênio. Fonte: Autoria própria. 
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Na natureza, as bactérias estão frequentemente presentes e associadas entre si na 

forma de biofilmes, constituindo aglomerados de micro-organismos que formam comunidades 

compostas por múltiplas espécies ou predominantemente por um tipo específico que aderem a 

um substrato abiótico ou substrato vivo (WRIGHT et al., 2013), podendo ser denominado 

como biofilme monoespécie ou biofilme misto (heterotípico) (BANDARA et al., 2009).  

Algumas bactérias possuem habilidade de interagir com outras espécies de 

bactérias por coagregação, que consiste num processo específico, envolvendo interações entre 

moléculas complementares da superfície bacteriana que funcionariam como adesinas e 

receptores. Portanto, através destas interações podem-se estabelecer relações entre os micro-

organismos que podem ser dadas de modo sinérgico ou antagonista/competição entre os 

componentes da microbiota associada ao biofilme (KOLENBRANDER, 1988; 

SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002; LEVESQUE et al., 2003; DELEON et al, 2014). 

Acredita-se que Pseudomonas aeruginosa usam o sistema de quorum sensing 

desempenhando um papel crítico na formação de estruturas maduras e diferenciadas do 

biofilme (DONLAN & COSTERTON, 2002). De uma forma simplista, este fenômeno baseia-

se no fato de certos membros do biofilme utilizarem a secreção de metabólitos que vão agir 

como sinais de comunicação para os restantes membros da comunidade do biofilme (KIRAN 

et al., 2008). 

Assim, a Pseudomonas aeruginosa apresenta uma versatilidade metabólica, sendo 

capaz de formar biofilmes sob quase todas as condições, enquanto o biofilme de Escherichia 

coli somente os formam se estiverem em meios mínimos suplementados com aminoácidos, ou 

em meios pobres em nutrientes (WATNICK & KOLTER, 2000). São muitos os mecanismos 

que regulam a formação destas comunidades (O'GARA, 2007; SMITH & SPATAFORA, 

2012). 

As propriedades químicas e físicas da superfície do CA e da superfície do 

biofilme influenciam na fixação e no desenvolvimento do biofilme (CHARACKLIS, 1981). 

As interações que ocorrem entre esses micro-organismos componentes do biofilme e a 

superfície em que se alojam, dependem do balanço final entre forças atrativas e repulsivas: 

interações eletrostáticas e hidrofóbicas, forças de van der Waals e impedimento estérico, 

geradas entre as duas superfícies (SILVA et al., 2006). 
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2.6. Carvão ativado impregnado com prata 

A impregnação do CA com metal é empregada como uma estratégia para se 

aumentar a eficácia dos filtros devido a ação antimicrobiana de alguns metais (XAVIER et al., 

2010). Essa utilização foi proposta por Mitsumori e colaboradores (1977) que descreveram o 

tratamento do CA com prata com fins purificadores e processos de esterilização e remoção de 

bactérias na água, porém antes disso, a prata já era impregnada no CA como catalisador na 

remoção de vapor de mercúrio (MANES, 1968). 

Morones et al., (2005) determinaram em suas pesquisas uma concentração mínima 

para a toxicidade da prata em relação à Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa sendo de 

<75µg.mL, demonstrando que íons prata são seletivamente tóxicos para micro-organismos 

procarióticos, exercendo pequeno efeito sobre células eucarióticas (PARK & JANG, 2003). A 

prata tem um longo histórico de usos na medicina como agente antimicrobiano e tem sido 

empregada como um desinfetante de água desde os tempos dos gregos antigos, que o 

empregavam nos jarros em substituição aos tradicionais feitos de cerâmica (LALLEY et al., 

2014; MENDES et al., 2012; TORTORA et al., 2012).  

Os mecanismos de ação de íons e das nanopartículas de prata sobre micro-

organismos ainda não são bem estabelecidos e diferenciados. Alguns mecanismos têm sido 

propostos e aceitos para os íons de prata (Figura 8). Acredita-se que ocorra ligação 

extracelular ou precipitação de prata na parede e membrana celular (BELLANTONE et al., 

2002). A parede celular contém peptidioglicano carregado negativamente que provavelmente 

irá interagir com proteínas celulares, incluindo enzimas por meio de grupos sulfidrílicos (-SH) 

levando à inativação das proteínas e, consequentemente, das bactérias. Estas enzimas são 

chaves e participam da geração de energia transmembrana e transporte de íons, podendo levar 

ao bloqueio da respiração e da transferência de elétrons (FENG et al., 2002; KLUEH et al., 

2000). Outra opção proposta refere-se à interação da prata com o DNA por meio de 

deslocamento das ligações de hidrogênio entre as bases purina e pirimidina impedindo a 

replicação do DNA. Por último, também é aceito que a prata se liga a grupos doadores de 

elétrons, como aminas, hidroxilas e fosfatos que contêm nitrogênio, oxigênio e enxofre 

(RODRIGUEZ et al., 2007). 
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Figura 8 – Mecanismos de ação dos íons de prata. 

 
Legenda: Ag+ - Íons de prata; 1- Os íons de prata penetram na membrana celular do organismo; 2- Os íons de 

prata sufocam o micro-organismo, prejudicando sua respiração; 3- Os íons de prata atacam o DNA, impedindo 

sua replicação. Fonte: Adaptado de Anatofeet© 2017. 

A impregnação de prata na superfície do CA é uma alternativa de preparar filtros 

de água com ação bactericida e/ou bacteriostática (FONG & WOOD, 2006). Sugere-se que 

ela iniba a formação de biofilmes na superfície do carvão, evitando a contaminação da água 

com micro-organismos provenientes destes biofilmes, pois gera um ambiente hostil ao 

crescimento microbiano (CASAGRANDE, 2010). 
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3. OBJETIVOS 

3.1.  Objetivo geral 

Avaliar a formação de biofilmes mistos de Escherichia coli ATCC 8739 e 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 na superfície do carvão ativado do endocarpo de 

babaçu (Orbignya phalerata) impregnado com prata. 

3.2. Objetivos específicos 

o Caracterizar as amostras de carvão ativado do endocarpo de babaçu (Orbignya 

phalerata) por meio da determinação dos teores de cinzas e solúveis, área superficial e 

granulometria;  

o Impregnar o carvão ativado com prata e determinar suas respectivas concentrações 

através da técnica de absorção atômica; 

o Verificar a lixiviação da prata impregnada na superfície do carvão ativado; 

o Estudar a formação de biofilmes mistos de Escherichia coli e Pseudomonas 

aeruginosa na superfície das amostras de carvão ativado impregnadas e não 

impregnada, após a passagem de água desafio inoculada com suspensão desses micro-

organismos, em meio filtrante de leito fixo; 

o Verificar a atividade inibitória em diferentes concentrações de prata impregnada no 

carvão ativado, na formação de biofilme mistos de Escherichia coli e Pseudomonas 

aeruginosa. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Caracterização do carvão ativado do endocarpo de babaçu (Orbignya 

phalerata) 

O carvão ativado foi fornecido pela empresa Tobasa Bioindustrial de Babaçu 

S.A., localizada em Tocantinópolis–TO, sendo fabricado através do processo de 

carboativação física com alta temperatura em processo contínuo e controlado. Todas as 

amostras foram lavadas com água deionizada para remoção de possíveis resíduos vegetais, 

sendo posteriormente levadas à chapa de aquecimento a 250ºC durante ±50 minutos ou até 

completa secagem. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas e os resultados expressos 

em média e desvio padrão.  

4.1.1. Determinação do teor de cinzas 

Amostras de 1 g do CA foram dispostas em cadinhos para pesagem, sendo 

posteriormente levadas em mufla a 550ºC durante 24 horas. Após esse período de 

arrefecimento, as amostras foram novamente pesadas para a determinação do teor de cinzas, 

conforme a norma ASTM D 2866/1994. O cálculo do teor de cinzas foi feito com base na 

equação: 

Cinzas totais (%): [(D – B) / (C – B)] * 100, na qual: 

B = Peso do cadinho vazio (g)  

C = Peso da amostra original + cadinho (g)  

D = Peso da amostra incinerada + cadinho (g) 

4.1.2. Determinação de solúveis em água 

Amostras de 10 g de CA foram colocadas em balões de fundo redondo, 

juntamente com 100 mL de água deionizada, sendo posteriormente mantidas sob refluxo 

durante 15 minutos. Após este intervalo, uma porção de 25 mL de água de lavagem foi 

transferida do balão volumétrico para cápsula de porcelana (previamente pesada) e levada em 

chapa de aquecimento a 250°C até completa secagem. Por fim, após arrefecimento, foi 

realizada a pesagem final da cápsula de porcelana para verificar o aumento de peso, como 

determinado pela norma ASTM D 5029/1998. 
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4.1.3. Determinação da granulometria 

Amostras com 100 g de CA foram submetidas à peneiração com peneiras de 20, 

36, 40 e 50 mesh da série Tyler, as quais foram agitadas por um período de 30 minutos com o 

objetivo de determinar o diâmetro médio dos poros do CA. Por fim, as quantidades de 

grânulos de CA que ficaram retidos entre estas peneiras foram pesados segundo as normas da 

ASTM D 2862/1997. 

4.2. Impregnação do carvão ativado com prata 

4.2.1. Preparação das amostras 

Foram preparados 100 mL de solução 5 g.mL-1 de AgNO3 que em seguida foi 

diluída para obtenção de teores em massa de Ag em relação à massa de 20 g de CA de 

endocarpo de babaçu Orbignya phalerata (Tabela 1). As concentrações de AgNO3 

impregnadas na superfície das amostras de CA utilizadas neste estudo foram determinadas 

com base nos valores de prata (0,03%) em carvão de casca de coco de dendê (Elaeis 

guineenses) utilizada pela empresa Bahiacarbon Bioindustrial Ltda., localizada em Valença-

BA.  

Posteriormente, as amostras de CA foram impregnadas. Em três cápsulas de 

porcelana foram adicionados 20 g de CA (cada) e 50 mL das soluções de AgNO3, obedecendo 

às seguintes concentrações em cada cápsula: 

Tabela 1 – Distribuição das respectivas concentrações de prata nas amostras de carvão 

ativado. 

Amostras Ag 

 CAi0,01 0,01%  

CAi0,02 0,02% 

CAi0,04 0,04%  

Legenda: Ag – prata; CAi – carvão ativado impregnado. 

Em sequência, as amostras foram submetidas a aquecimento e agitação até 

secagem completa, depois transferidas para cadinhos e colocadas em mufla a 550°C durante 

duas horas a fim de que este metal na forma iônica (Ag+) fosse reduzido à forma metálica 

(Ag0) na superfície do CA, conferindo estabilidade da amostra para com o meio reacional. 



31 
 

 
 
 

 

4.2.2. Determinação da concentração de prata impregnada em carvão 

ativado por absorção atômica 

No ensaio padrão, foram colocadas 0,1 g das amostras de CAi em béqueres com 

10 mL de ácido nítrico concentrado (65%) e as suspensões aquecidas até a fervura em chapa 

de aquecimento a 100ºC, durante 10 minutos. Em seguida, cada suspensão foi filtrada e 

lavada com água deionizada. A solução final recolhida foi diluída para 100 mL com água 

deionizada em balão volumétrico (Figura 9). 

 Para a quantificação de metais presentes nos filtrados foram preparadas curvas de 

calibração (0,05; 0,1; 0,5; 1; 2; 3; 5 e 7 ppm) com a solução padrão de prata (1 g.mL-1). A 

concentração de prata impregnada em cada amostra foi determinada em um espectrofotômetro 

de absorção atômica AAnalyst 400 - Perkin Elmer (Figura 9). 

Figura 9 – Metodologia empregada na determinação do teor de prata impregnada nas amostras 

de carvão ativado. 

 
Legenda: HNO3 CONC. – ácido nítrico concentrado; CAi – carvão ativado impregnado. Fonte: Autoria própria. 
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4.2.3. Determinação do número de iodo 

Foram preparadas e padronizadas soluções de tiossulfato de sódio (0,100 N), 

solução de iodo padrão (0,100 N) e solução de iodato de potássio (0,100 N) para a execução 

dos procedimentos a seguir. Em um Erlenmeyer, foram colocados 25 mL de solução de iodo e 

1 g de cada amostra de CA, posteriormente as misturas foram submetidas à agitação branda 

por 30 segundos e deixadas em repouso por 2 minutos.  

Em seguida, foi realizada a titulação com a solução de tiossulfato de sódio. A 

determinação do número de iodo do CA foi realizada em concordância com a norma ASTM D 

4607/1994. 

4.2.4. Determinação da lixiviação de prata em água através de filtros de 

carvão ativado impregnado 

Foram dispostos suportes universais com garras de condensador, anexadas três 

seringas com capacidade para 60 mL adaptadas com algodão em sua extremidade e inserido 

5g de cada amostra de CAi. Para cada uma das amostras, foram realizadas cinco filtrações 

aplicando 100 mL de água deionizada por vez, nas quais os primeiros 200 mL foram 

descartados e as três seguintes filtrações foram recolhidas e armazenadas separadamente em 

balões volumétricos para posterior análise.  

Os teores de prata lixiviados nas amostras foram determinados por  

espectrofotômetro de Absorção Atômica AAnalyst 400 - Perkin Elmer. Previamente à 

realização das análises, o equipamento foi calibrado com curvas padrão de 1, 2, 5, 7 e 10 ppm 

com solução padrão de prata (1 g.mL-1). 

4.3. Ensaios microbiológicos 

4.3.1. Manutenção das cepas 

Escherichia coli ATCC 8739 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 foram 

semeadas em ágar BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas a 37ºC durante 24 horas. Em 

seguida, foram transferidas de três a cinco colônias isoladas e típicas para um tubo com 15 

mL de caldo nutriente + 20 % de glicerol que foi incubado por 12 horas a 37ºC. Após esse 

período, o caldo crescido foi homogeneizado com agitador de tubos para completa 
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homogeneização e alíquotas de 1 mL foram fracionadas em microtubos Eppendorf, 

previamente esterilizados e devidamente rotulados (rendimento de 15 alíquotas por micro-

organismo). Os microtubos foram armazenados em geladeira à 8ºC durante sete dias e na 

semana seguinte foram congelados no freezer com temperatura -86ºC, conforme 

esquematizado na Figura 10 (SILVA et al., 2008). 

Figura 10 – Método de conservação e reativação das cepas de Escherichia coli ATCC 8739 e 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. 

 
Legenda: E.c – Escherichia coli; BHI – Brain Heart Infusion; P.a – Pseudomonas aeruginosa. Fonte: Autoria 

própria. 

As cepas foram reativadas a partir das alíquotas congeladas que foram transferidas 

do freezer para a geladeira durante 30 minutos. Em seguida, os microtubos foram deixados até 

atingirem a temperatura ambiente e os micro-organismos foram inoculados separadamente em 

ágar Eosin Methylene Blue (EMB) Levine, seletivo para bactérias Gram-negativas, durante 24 

horas em estufa de cultura FANEM modelo 002 CB a 37°C, antes da realização dos ensaios 

de formação de biofilme nos filtros de carvão ativado. 

4.3.2. Preparação da Água Desafio 

Colônias isoladas e típicas de cada bactéria crescida no ágar EMB foram 

suspensas separadamente em 10 mL de água peptonada estéril e os inóculos ajustados de 

acordo com a escala 0,5 McFarland (1,5x108 ufc.mL-1). Em seguida, 0,3 mL de ambos os 



34 
 

 
 
 

 

caldos crescidos foram transferidos em conjunto para um Erlenmeyer contendo 59,4 mL de 

água deionizada esterilizada, conforme esquematizado na Figura 11. 

Os inóculos microbianos da água desafio (AD) foram ajustados para se aproximarem 

dos valores preconizados pela norma ABNT NBR 16098/2012 e portaria INMETRO 

394/2014 para critérios de eficiência bacteriológica que estabelece um mínimo de 1x105 e 

máximo de 9x106 ufc.mL-1 para Escherichia coli e um mínimo de 1x104 e máximo de 9x105 

ufc.mL-1 para Pseudomonas aeruginosa, sendo feita a verificação do inóculo com a diluição e 

contagem dos micro-organismos presentes na AD antes da realização dos ensaios de 

filtragem. 

Figura 11 – Preparação da água desafio. 

 
Legenda: AD – Água desafio; E.coli – Escherichia coli; P.aeruginosa – Pseudomonas aeruginosa; ufc.mL-1 – 

unidade formadora de colônia por mL-1. Fonte: Autoria própria. 

4.3.3. Preparação dos filtros de leito fixo com carvão ativado 

Seringas esterilizadas de 60 mL foram adaptadas com algodão em suas 

extremidades e fixadas em suportes universais com garras de condensador em câmara de 

fluxo laminar. Foram adicionados 5 g de cada uma das amostras de CA, impregnadas com 

prata (CAi) e não impregnadas (CAni) nas seringas. O sistema foi montado de forma que as 
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seringas permanecessem suspensas sobre béqueres para recolhimento do filtrado. Logo após, 

as AD previamente preparadas foram adicionadas simultaneamente em cada filtro piloto e 

filtradas por aproximadamente 50 minutos (Figura 12). 

Figura 12 – Preparo dos filtros piloto para posterior filtragem da suspensão bacteriana mista 

de Escherichia coli ATCC 8739 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. 

 

Legenda: AD – água desafio; CAi – carvão ativado impregnado; CAi0,01 – 0,01% de Ag; CAi0,02 – 0,02% de Ag; 

CAi0,04 – 0,04% de Ag; CAni – carvão ativado não impregnado; ufc.mL-1 – unidade formadora de colônia por 

mL-1. Fonte: Autoria própria. 

4.3.4. Processamento das amostras de carvão ativado 

Após a filtração completa, as seringas foram mantidas em câmara úmida durante 

24 horas à temperatura ambiente. As amostras de CA foram transferidas para Erlenmeyers 

contendo 100 mL de solução fisiológica e submetidas a sonicação em banho-ultrassônico 

UNIQUE modelo USC 1 450 por 5 minutos, na frequência de 25 KHz para o desprendimento 

do biofilme microbiano da superfície do CA e quantificação das bactérias desprendidas das 

superfícies do CA, por meio da diluição seriada e plaqueamento (Figura 13). 

As placas foram incubadas a 37ºC em estufa bacteriológica por 24 horas. As 

unidades formadoras de colônia (ufc.mL-1) crescidas foram contadas e consideradas apenas 

placas contendo entre 30 e 300 colônias (Figura 14). 
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Figura 13 – Processamento das amostras de carvão ativado após filtração. 

 
Legenda: CA – carvão ativado; KHz – Khertz; S.F. – solução fisiológica. Fonte: Autoria própria. 

 

Figura 14 – Unidades formadoras de colônia (ufc.mL-1) crescidas em ágar EMB.  

 
Fonte: Autoria própria. 
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4.4. Análise estatística dos dados  

  Os testes químicos e microbiológicos foram reproduzidos em triplicata em 

ensaios independentes. A contagem das células desprendidas na sonicação foram convertidas 

para escala logarítmica de base 10 e analisadas descritivamente por meio de cálculos das 

médias e dos desvios padrão.  

Para as análises estatísticas dos dados foi aplicado o programa RStudio 1.0.143. na 

comparação das médias da massa de iodo adsorvida em carvão ativado e  na formação de 

biofilmes microbianos realizando a Análise de Variância (ANOVA one way) entre amostras 

de CAni vs CAi  e entre os tratamentos de CAi vs CAi, como também o teste de comparação 

de médias, teste Tukey, com 95% de confiança, sendo significativo um p ≤ 0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Caracterizações do carvão ativado do endocarpo de babaçu (Orbignya 

phalerata) 

Na Tabela 2 verifica-se que a média do teor de cinzas foi de 8,10%. Os resultados 

foram semelhantes aos encontrados por Martinez et al. (2011) de 8,9% em massa do CA 

granular de babaçu, no entanto, divergiram dos valores encontrados por Reis et al. (2015) com 

teor de 3,61% em amostra de CA do endocarpo de babaçu (Orbignya phalerata martius). 

Tabela 2 – Análise das características do carvão ativado do endocarpo de babaçu (Orbignya 

phalerata). 

CAni Cinzas (%) Solúveis (%) 

1 9,29 0,23 
2 7,24 0,19 
3 7,79 0,35 

MED±DP 8,10±0,88 0,26±0,07 
Legenda: CAni – carvão ativado não impregnado; DP – desvio padrão; MED – média. 

Em outras análises realizadas com CA obtidos de outros precursores, Oliveira 

(2014) encontrou 2% e 1,24% de cinzas totais em amostras de CA de casca de coco verde 

(Cocos nucifera), enquanto que Pinto et al. (2013) obtiveram 8,4% em massa do CA de 

caroço de buriti (Mauritia flexuosa L. f.).  

O elevado teor de cinzas pode influenciar negativamente na capacidade de 

adsorção dos materiais, podendo estar relacionado com o processo de ativação e ao fato dos 

compostos inorgânicos presentes no material de partida ficarem retidos (oclusos ou ligados ao 

material carbonáceo) após o processo de pirólise, não sendo lixiviados no processo de 

lavagem (RAMOS et al., 2009). 

De acordo com Oliveira et al. (1982) e Arantes et al. (2013), o teor de cinzas é a 

massa do resíduo sólido inorgânico existente. Segundo esses mesmos autores, o carvão 

vegetal retém todas as cinzas da matéria prima de origem, podendo conter cinzas compostas, 

principalmente, de cálcio, potássio e fósforo, além de magnésio, ferro e silício. Carvões 

ativados de endocarpo do coco comerciais apresentam teores de cinzas de 4% em massa 

(Carvão Ativado Granular – Calgon Carbon®, 2013 - mostrado em Anexo 1). Acredita-se que 

o teor de cinzas determinado no presente trabalho esteja superior ao comercial devido ao 
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processo de ativação utilizado pela indústria fabricante do carvão, contudo o valor apontado 

apresenta pouca interferência na aplicabilidade deste carvão em filtros de água domésticos. 

Na determinação de solúveis em água de lavagem do CA do endocarpo de babaçu 

(Orbignya phalerata) pequenas quantidades de substâncias solúveis foram identificadas, 

sendo em média 0,26%, como acurado na Tabela 2. Este resultado indica que praticamente 

todos os componentes do CA estudado são insolúveis em água, o que não compromete a 

eficácia e funcionalidade do carvão em filtros de água.  

O baixo valor  encontrado no presente trabalho, pode ser devido à lavagem 

precedente realizada na amostra total de CA (item 4.1.), onde Barbosa et al. (2014) menciona 

o mesmo procedimento com a finalidade de remoção dos compostos solúveis em água. Em 

estudos semelhantes, Oliveira (2014) determinou um teor de solúveis de 0,19% em água de 

lavagem de CA de casca de coco de dendê (Elaeis guineensis) e Sebastiany (2015) avaliou 

uma quantidade de substâncias solúveis de 0,33% presentes em amostras de CA também 

gerado da mesma matéria-prima (casca de coco de dendê).  

Pode-se inferir que a quantidade de substâncias solúveis irá variar de acordo com 

a forma de preparo e ativação, onde pode ocorrer a formação de óxidos de minerais que se 

prendem nos poros do CA, como também poderá ser influenciada pela localização de origem 

da matéria-prima utilizada em sua fabricação. O teor de solúveis está diretamente relacionado 

com o teor de cinzas, já que os mesmos óxidos metálicos, carbonatos, sulfatos e cloretos 

podem formar sais solúveis em água (GUIMARÃES, 2006; OLIVEIRA, 2014). 

Na análise de granulometria, as maiores porções de carvão ativado (95%) ficaram 

entre as peneiras de 20 (0,84 mm) e 40 (0,42 mm) mesh, 65% na peneira de 20 mesh, 17% na 

peneira de 36 mesh, 13% na peneira de 40 mesh e 5% na peneira de 50 mesh, estando em 

concordância com a granulometria do CA utilizado neste estudo e informada pela Tobasa 

Bioindustrial de Babaçu S.A. (20x40 mesh).   

Esta granulometria encontrada está entre as mais comuns e utilizadas na filtração 

de água com carvão ativado.  Dentre elas têm-se: 6 x 12 / 8 x 16 / 8 x 30 / 12 x 25 / 12 x 40 / 

20 x 40 / 20 x 50 / 30 x 60 / 40 x 80 mesh, como por exemplo o CA do endocarpo do coco 

utilizado comercialmente pela Calgon Carbon® que possui granulometria 20x50 mesh (Anexo 

1).  
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Além de apresentar elevada área superficial, a granulometria 20 x 40 mesh cumpre 

com as necessidades para uso em filtragem de água, como a distribuição de grãos 

homogêneos, favorecendo a compactação do CA quando utilizados em filtros de água (REIS 

et al., 2015). Tais valores obtidos representam-se adequados para aplicação em filtros por 

gravidade, uma vez que para grãos com diâmetros inferiores, a filtração ocorre muito 

lentamente e para grãos com diâmetros superiores, a filtração ocorre rapidamente e a adsorção 

de impurezas não é efetiva (NIEDERSBERG et al., 2015). 

5.2. Impregnação de prata no carvão ativado 

As concentrações de prata selecionadas para a impregnação do CA foram 

escolhidas com base na prata utilizada pela empresa Bahiacarbon Bioindustrial Ltda., que 

emprega um valor de 0,03% e também na literatura, onde Mie et al., (2014) citam a eficiência 

antimicrobiana das nanopartículas de Ag, revelando que as mesmas apresentam grande 

potencial contra bactérias Gram-negativas. Comercialmente a prata é utilizada numa 

concentração de 0,08% impregnada no CA dos filtros de água domésticos.  

Em um estudo similar em que CAi com prata é utilizado, Srinivasan et al. (2013) 

utilizaram nanopartículas de prata impregnadas no CA a 1% em massa para remoção de 

Escherichia coli no processo de desinfecção de água e alcançaram resultados eficazes, no qual 

as nanopartículas mostraram um grande potencial, assegurando uma mortalidade de agentes 

patogênicos nocivos na água potável.  

Uma concentração menor poderia impactar indústrias utilizadoras do recurso da 

impregnação do CA com prata em filtros de água domésticos, podendo modificar as 

concentrações utilizadas, tendo em vista possíveis resultados encontrados neste trabalho. 

5.2.1. Determinação da concentração de prata impregnada em carvão 

ativado 

Na Tabela 3, verifica-se a porcentagem de prata impregnada na superfície do CA. 

Observa-se que o método de impregnação atingiu a porcentagem esperada para cada amostra 

utilizada, assim como CAni apresentou valores abaixo dos limites de detecção para Ag, 

comprovando a ausência de prata nas amostras separadas para impregnação. 
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Tabela 3 – Determinação da porcentagem de prata impregnada no carvão ativado por 

espectrofotometria de absorção atômica. 

% Impregnação de Ag no CA 

Amostras MED±DP EP 

CAni <LD - 

 CAi0,01 0,0180±0,0022 0,0010 

CAi0,02 0,0218±0,0003 0,0001 

CAi0,04 0,0453±0,0006 0,0003 

   
Legenda: Ag – prata; CA – carvão ativado; CAi – carvão ativado impregnado; CAi0,01 – 0,01% de Ag; CAi0,02 – 

0,02% de Ag; CAi0,04 – 0,04% de Ag; CAni – carvão ativado não impregnado; EP – erro padrão; <LD – abaixo 

do limite de detecção. 

5.2.2. Determinação do número de iodo 

A norma ABNT EB 2133/1991 determina para o CA que o número de iodo (I) 

seja no mínimo 600 mgI2.g
-1. Nos ensaios realizados foi obtido um valor mínimo de 1200,70 

mgI2.g
-1 e máximo de 2158,51 sendo considerados satisfatórios para o presente estudo (Tabela 

4).   

Tabela 4 – Superfície do carvão ativado detectada pela técnica da massa de iodo adsorvida. 

Amostras 
Massa de iodo adsorvida em CA (mgI2.g-1) 

MED±DP 

CAni 2158,51±18,54 

CAi0,01 1505,52±33,99a 

CAi0,02 1200,70±1,38ab 

CAi0,04 1220,62±161,37ab 

Legenda: CA – carvão ativado; CAi – carvão ativado impregnado; CAi0,01 – 0,01% de Ag; CAi0,02 – 0,02% de 

Ag; CAi0,04 – 0,04% de Ag; CAni – carvão ativado não impregnado; DP – desvio padrão; MED – média; mgI2.g-

1 – miligrama de Iodo por grama de carvão ativado; a Diferenças significativas entre CAni vs CAi (p< 0,05); b 

Diferenças significativas entre CAi0,01 vs demais CAi (p<0,05). 

O número de iodo é um dos parâmetros estabelecidos pela norma ABNT EB 

2133/1991 e está relacionado com a adsorção de moléculas de pequeno peso molecular (DI 

BERNARDO & DANTAS, 2006), sendo usado como indicador da capacidade adsortiva do 

CA e como um índice representativo da quantidade de microporos presente na amostra de 

carvão (BRANDÃO & SILVA, 2006). 

Na Tabela 4, pode-se observar que o CAni apresentou em média uma massa de 

2158,51 mgI2.g
-1 de iodo adsorvido, ou seja, uma massa demasiadamente superior ao mínimo 

estabelecido indicando que o CA do endocarpo de babaçu (Orbignya phalerata) possui 
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extensa área superficial, sendo confirmado pela alta quantidade de iodo adsorvido pelo 

carvão.   

A impregnação de metais à superfície do CA ocasiona uma obstrução de poros, 

diminuindo assim a área superficial interna (YANG et al., 2012) e como pode ser observado, 

os valores das massas de iodo adsorvidas pelos CAis foram baixos, chegando a quase metade 

do valor adsorvido por CAni.  Estatisticamente, houve diferença significativa na comparação 

das médias entre CAni vs CAi, como também CAi0,01 vs CAi0,02 e 3. Porém, os resultados 

obtidos mostraram que não há diferenças significativas entre CAi0,02 e CAi0,04. 

Estes resultados mostram a influência do processo de impregnação sofrido pelo 

CAi, entretanto o metal impregnado não alterou de forma significativa a área superficial do 

carvão, permanecendo com uma eficiente capacidade adsortiva e ainda dentro das normas 

estipuladas pela ABNT EB 2133/1991. 

5.2.3. Determinação da lixiviação de prata em água através de filtros de 

carvão ativado impregnado 

Para cada uma das amostras (CAni, CAi0,01, CAi0,02 e CAi0,04), foram realizadas 

cinco filtrações, sendo as duas primeiras descartadas e as três seguintes recolhidas (conforme 

descrito no item 4.2.4.). Os resultados em massa de prata lixiviadas para água nos 

experimentos de filtração, utilizando filtros gravitacionais contendo amostras de CA 

impregnadas prata, para a terceira, quarta e quinta filtração, seguem na Tabela 5: 

Tabela 5 – Teor de prata lixiviada do carvão ativado. 

  Filtrações 

MED±DP 
 

Terceira Quarta Quinta 

Amostras mg.L-1 % mg.L-1 % mg.L-1 % mg.L-1 % 

CAni <LD - <LD - <LD - <LD - 

CAi0,01 <LD - <LD - <LD - <LD - 

CAi0,02 <LD - <LD - <LD - <LD - 

CAi0,04 0,006 0,0006 0,005 0,0005 0,004 0,0004 0,0050±0,0010 0,0005±0,0001 

Legenda: CAi – carvão ativado impregnado; CAi0,01 – 0,01% de Ag; CAi0,02 – 0,02% de Ag; CAi0,04 – 0,04% de 

Ag; DP – desvio padrão; MED – média; mg.L-1 – miligrama por litro; <LD – abaixo do limite de detecção. 

Estes resultados mostram que todos os filtros produzidos com suas respectivas 

amostras atenderam aos critérios estabelecidos pela ABNT NBR 16098/2012 e pela Portaria 
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2914/2011 quanto à concentração de metal presente na água filtrada, que preconiza valores 

limites máximos de 0,10 mg.L-1 de  prata. 

A lixiviação é o processo de remoção de espécies químicas que não estão presas à 

estrutura da amostra (CHEN et al., 2015). No presente estudo, o carvão ativado passa pelo 

processo de impregnação de Ag à sua superfície. Partes dessa Ag impregnada não se fixa 

totalmente à estrutura do carvão, sendo desprendida e liberada durante as primeiras filtragens 

de água.  

Nas amostras CAni, não foi detectado percentual de lixiviação em nenhuma das 

filtrações apresentadas na Tabela 5, demonstrando mais uma vez a ausência de Ag na amostra 

controle. Nas amostras CAi0,01 e CAi0,02, o percentual de lixiviação de Ag ficou abaixo do 

limite de detecção em todas as filtrações, não sendo detectado possivelmente devido à baixa 

concentração de prata impregnada (0,01% e 0,02%). Já em CAi0,04, comparando a terceira 

filtração com a quinta, observa-se que com a sequência de filtragens a Ag lixiviada diminui 

constantemente. A terceira filtração obteve um percentual de 0,0006%, enquanto que a quinta 

obteve 0,0004% de teor em massa de Ag lixiviada, mostrando que a medida que a água é 

filtrada, o metal vai se desprendendo da superfície do CA em menor quantidade.  

Sendo assim, é recomendado o descarte das primeiras 200 mL de água que será 

filtrada no CAi, processo este chamado de pré-lavagem do meio filtrante. Essas quantidades 

de metal lixiviado serão reduzidas até não serem mais liberadas. A perda de metal deixa a 

superfície do CA desprotegida, susceptível à formação de biofilmes microbianos, porém no 

presente trabalho foi verificado um valor mínimo de metais lixiviados (0,0005% de Ag) em 

relação ao teor impregnado (0,04% de Ag). 

5.3. Ensaios microbiológicos 

5.3.1. Contagem de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa nas 

amostras de água desafio 

A contagem dos micro-organismos nas suspensões bacterianas obtidas na água 

desafio foi realizada conforme descrito no item 4.3.2., A suspensão inicial obteve uma 

quantidade média de 5,15±0,47 Log10 ufc 100 mL-1 para Escherichia coli e de 5,96±0,24 

Log10 ufc 100 mL-1 para Pseudomonas aeruginosa.  
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Os resultados encontrados nos inóculos de Escherichia coli e Pseudomonas 

aeruginosa nas amostras de água desafio estão próximos aos preconizados pela norma ABNT 

NBR 15176/2004 e Portaria INMETRO 394/2014 que determina a variação de 5 a 6,95 Log10 

ufc em 100 mL-1 de água para Escherichia coli e 4 a 5,95 Log10 ufc em 100 mL-1 de água para 

Pseudomonas aeruginosa, nos ensaios de controle microbiológico. A verificação do inóculo 

ajustado nas amostras de água desafio se torna importante ao passo que determina quais as 

quantidades de micro-organismos que estão presentes na suspensão inicial. 

5.3.2. Formação de biofilme por Escherichia coli e Pseudomonas 

aeruginosa em meio filtrante de leito fixo e sua inibição por carvão 

ativado impregnado com prata 

A contagem de células viáveis associadas à formação de biofilme misto de 

Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa na superfície do carvão ativado das amostras 

estudadas estão apresentadas na Tabela 6: 

Tabela 6 – Quantificação de células viáveis de Escherichia coli ATCC 8739 e Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 9027 associadas ao biofilme formado nas amostras de carvão ativado 

empregadas. 

  Log10 ufc.5g-1 de CA (MED±DP) 

Amostras Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa 

CAni 4,66±0,40 6,26±0,37 

CAi0,01 NHC 5,08±0,41ab 

CAi0,02 NHC 3,67±0,44ab 

CAi0,04 NHC NHC 
Legenda: CA – carvão ativado; CAi – carvão ativado impregnado; CAi0,01 – 0,01% de Ag; CAi0,02 – 0,02% de 

Ag; CAi0,04 – 0,04% de Ag; CAni – carvão ativado não impregnado; DP – desvio padrão; MED – média; NHC – 

não houve crescimento; ufc.5g-1 – unidade formadora de colônia por 5 gramas de carvão ativado; a Diferenças 

significativas entre CAni vs CAi (p< 0,05); b Diferenças significativas entre CAi0,01 vs CAi0,02 (p<0,05). 

O carvão ativado apresenta uma superfície porosa de elevada área superficial que 

favorece a colonização, proliferação de micro-organismos e posterior formação de biofilme. 

Ao se alojarem na estrutura, os micro-organismos se alimentam da matéria orgânica presente 

no carvão, secretam polissacarídeos, se reproduzem e formam o biofilme (ZHANG et al., 

2011).  A formação de biofilmes com a associação entre estas duas bactérias Gram-negativas 

foi significativa, sendo que estes micro-organismos foram submetidos a baixos teores de 

nutrientes. 
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Foi observado que após a passagem da água desafio e incubação das amostras, 

houve formação de biofilme com valores médios de 4,66 Log10 ufc.5g-1 de Escherichia coli e 

6,26 Log10 ufc.5g-1 de Pseudomonas aeruginosa em carvão ativado não impregnado. Todas as 

amostras impregnadas (CAi), apresentaram significativas inibições do biofilme misto: para 

Escherichia coli ATCC 8739, as amostras CAi0,01, CAi0,02 e CAi0,04 apresentaram total 

inibição de biofilme, ao contrário de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 demonstra uma 

relação concentração-dependente observada com a diminuição de Log formado à medida que 

se aumenta a concentração de Ag impregnada no CA. 

Os ensaios realizados se adequam aos critérios estabelecidos pela norma ABNT 

NBR 15176/2004 e Portaria INMETRO 394/2014. Inibições significativas foram verificadas 

ao comparar as amostras CAni com as amostras CAi, assim como CAi vs CAi. Analisando os 

dados da Tabela 6, verifica-se que a inativação completa de Escherichia coli e a redução 

gradual de Log em Pseudomonas aeruginosa, sendo possível considerar que à medida que a 

concentração do metal aumentava o número de colônias da bactéria diminuía:  CAi0,01, 

apresentou redução de 1,18 Log (18,8%), CAi0,02 exibiu redução de 2,59 Log (58,6%), 

chegando por fim na completa inativação em  CAi0,04. 

Zhao et al. (2013) avaliaram o efeito antimicrobiano de prata (0,97% em massa) 

em Escherichia coli, e observaram um efeito bactericida para este micro-organismo em que 

todas as células foram inativadas. Os presentes resultados demonstram inibição total no 

crescimento de Escherichia coli para teores em massa de 0,01%, 0,02% e 0,04% de Ag. O 

efeito antimicrobiano observado nesta pesquisa apresentou a mesma inibição completa de 

micro-organismos quanto os resultados de Zhao et al. (2013), que utilizou teores de Ag de 

0,97% em massa, praticamente vinte cinco vezes acima dos teores de Ag aplicados neste 

trabalho. O que sugere que com baixos teores de metal, a inibição do crescimento bacteriano 

para Escherichia coli já se torna efetiva. 

Em outro trabalho semelhante, Paiva et al. (2014) efetuaram um estudo da 

eficiência bactericida de Escherichia coli e caracterização de CA impregnado com metais em 

filtros domésticos, utilizando a combinação dos metais prata e cobre (0,5% Cu / 0,5% Ag). O 

resultado foi de remoções superiores a 99%, onde os metais potencializaram o efeito 

oligodinâmico, apresentando um efeito de desinfecção sinérgico, conhecido pela ação de íons 
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prata e cobre sobre micro-organismos, onde íons cobre se ligam à parede da célula permitindo 

a entrada de íons prata.  

Shih & Lin (2010) avaliaram íons de cobre e prata em um método de desinfecção 

contra biofilmes de Pseudomonas aeruginosa e outros, na distribuição de água hospitalar. O 

inóculo das suspensões bacterianas continham 6,48 Log10 ufc.mL-1. As combinações dos 

metais Cu/Ag (mg.L-1) foram: 0,2%/0,02%; 0,4%/0,04%; 0,8%/0,08%. A amostra contendo 

0,8%/0,08% mg.L-1 apresentou uma inibição de 99,9% nas primeiras 24 horas. Os resultados 

mostraram que a ionização de cobre-prata foi eficaz no controle de biofilme.  

Santos (2010) sintetizou biocidas inorgânicos em forma de pó a base de dióxido 

de titânio com prata (Ag/TiO2) e dióxido de titânio com dióxido de silício impregnado com 

prata (Ag/TiO2-SiO2) e verificaram suas aplicações na sanitização de águas contaminadas 

com Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Os testes foram feitos adicionando 1 mL da 

solução contendo as bactérias na concentração de 4,3 ufc.mL-1 em placas contendo 0,1 mg dos 

biocidas inorgânicos e cobertos com ágar padrão (Plate Count Agar - PCA). A atividade 

microbiocida observada nos sistemas foi atribuída em maior parte à presença de Ag que ao 

suporte de TiO2, que contribuiu na inativação somente na presença de luz. 

Estes mesmos efeitos podem ser observados nos resultados encontrados no 

presente trabalho que ao utilizar apenas a prata, conseguiu inibir a formação de biofilme tanto 

para Escherichia coli em todas as amostras testadas, quanto para Pseudomonas aeruginosa 

em CAi0,04. Sendo assim, a prata se apresenta como um metal completamente eficaz e que 

quando aplicada em menores concentrações como as aqui apresentadas (0,01%, 0,02% e 

0,04%) se torna economicamente mais viável em vista das quantidades em massa de prata 

utilizada por Paiva et al. (0,5%) entre outros autores e empresas utilizadoras deste recurso. 

Tendo em vista as possíveis interações sofridas por micro-organismos, também 

podemos inferir uma relação de sinergismo ou antagonismo entre as bactérias estudadas 

(DELEON et al., 2014). De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, sabemos 

que Escherichia coli sofreu considerável ação da Ag em relação à Pseudomonas aeruginosa, 

onde ainda poderia ser descrito um possível antagonismo sofrido por essas duas bactérias. 

Em comunidades mistas que vivem em competição em águas subterrâneas 

organizadas na forma de biofilmes, sob certas condições, ocorre uma limitação do potencial 
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de sobrevivência de enterobactérias patógenas enquanto que, a bactéria Pseudomonas 

aeruginosa leva vantagem sobre Escherichia coli pela sua grande versatilidade metabólica 

(BANNING et al., 2003). 

Segundo Banning et al. (2003), vários fatores permitem caracterizar o fenômeno 

de antagonismo entre espécies em um ambiente aquático, tais como: temperatura, pH, níveis 

de nutrientes, presença de oxigênio, atividades predatórias e concentração de população.  

Os estudos realizados em laboratórios por Vaconcelos et al. (2010), mostram que 

Pseudomonas aeruginosa teve o fenômeno de antagonismo, sendo este evidenciado quando a 

diferença entre as populações de Pseudomonas aeruginosa e a de coliformes foi de 6 Log10 

ufc.mL-1, a partir de uma concentração de inóculo de 2 Log10 ufc.m-1. 

O Gráfico 1, a seguir, demonstra a formação de biofilme mistos de Escherichia 

coli ATCC 8739 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 nas amostras CAni, CAi0,01, 0,02 e 

0,04: 

Gráfico 1 - Inibição na formação de biofilme misto de Escherichia coli ATCC 8739 e 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 para CAni e CAi. 

 
Legenda: AD – água desafio; CAi – carvão ativado impregnado; CAi0,01 – 0,01% de Ag; CAi0,02 – 0,02% de Ag; 

CAi0,04 – 0,04% de Ag; CAni – carvão ativado não impregnado; ufc.5g-1 – unidade formadora de colônia por 5 

gramas de carvão ativado. 
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Na Gráfico 1, são comparados os resultados da formação de biofilme em carvão 

ativado impregnado com as amostras não impregnadas. Observa-se pelos resultados que 

houve a formação de biofilmes de Escherichia coli apenas em CAni, ao passo que 

Pseudomonas aeruginosa apresenta formação de biofilme concentração-dependente nas 

amostras estudadas, chegando à total inativação.  

Pode-se notar uma redução referente à Escherichia coli logo quando se compara a 

contagem em ufc.mL-1 da água de desafio (5,15 Log10) com a contagem em ufc.5g-1 nas 

amostras CAni (4,66 Log10), enquanto que Pseudomonas aeruginosa se apresenta 

sobressalente. No mesmo momento em que para as amostras CAi, Escherichia coli foi 

completamente inativada em relação à Pseudomonas aeruginosa.  

Esse fenômeno, pode ser atribuído à ação bactericida da prata, que atua como uma 

alternativa eficiente capaz de reduzir ou até mesmo inativar as bactérias estudadas, como 

também pode ser conferido ao fato de Pseudomonas aeruginosa, segundo a literatura, 

conseguir promover a inibição de grupos coliformes, apresentando uma versatilidade 

metabólica superior à de Escherichia coli (BANNING et al., 2003; GUILHERME et al., 

2000).  
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6. CONCLUSÃO 

o A impregnação do carvão ativado de endocarpo de babaçu (Orbignya phalerata) com 

prata, inibiu a formação de biofilmes mistos de Escherichia coli ATCC 8739 e 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027; 

o A capacidade adsortiva do carvão ativado não foi comprometida pelo processo de 

impregnação, como verificado pela determinação do número de iodo, pelo teor de 

cinzas e a quantidade de solúveis em água, que demonstraram resultados superiores ao 

mínimo preconizado pelas normas;  

o As concentrações experimentais de prata impregnada nas amostras de carvão ativado 

se aproximaram das concentrações nominais, mostrando uma impregnação eficiente; 

o Em todas as amostras produzidas de carvão ativado impregnado, a concentração em 

massa de prata lixiviada na água permaneceu dentro da faixa de aceitação para o 

consumo humano demonstrando que o processo de impregnação do carvão ativado 

com prata não alterou a qualidade da água filtrada; 

o Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa foram capazes de formar biofilmes na 

superfície do carvão ativado não impregnado, apresentando médias de contagem de 

4,66 e 6,26 Log10 ufc.5g-1, respectivamente.  

o Houve inibição completa da formação de biofilme por Escherichia coli nas amostras 

de CA impregnadas com prata e redução do biofilme formado por Pseudomonas 

aeruginosa dependente da concentração de prata até a inibição total na concentração 

mais alta testada (0,04% de Ag); 

o Diante desses resultados, carvão ativado do endocarpo de babaçu (Orbignya 

phalerata) impregnado com prata em quantidades inferiores às utilizadas 

comercialmente (0,08%), apresenta propriedades de inativação de biofilmes 

microbianos mistos, sem comprometimento da água potável, mostrando sua aplicação 

como meio filtrante em filtros de água domésticos e alternativa industrial visando 

possível economia de recursos. 
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8. ANEXOS 

Anexo 1 : Descrição e especificações técnicas do carvão ativado pela Calgon carbon®. 

 


