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RESUMO

O carvao ativado € um material carbonaceo de elevada porosidade e area superficial,
sendo um dos principais materiais empregados como adsorvente em filtros de &gua.
Entretanto, micro-organismos e matéria organica podem se alojar na superficie e
formar biofilmes que comprometem seu desempenho. Industrialmente, utiliza-se prata
impregnada para dificultar o desenvolvimento de micro-organismos na superficie do
carvao. Neste contexto, objetivou-se avaliar a impregnacao de zinco e cobre, metais
menos nobres, na superficie de carvao ativado de casca de coco de dendé Elaeis
guineensis e o impacto na inibicdo da formacéo de biofilme por Escherichia coli ATCC
8739. A impregnacéo foi realizada por aguecimento com agitacao, secura e calcinagao
em mufla. As caracterizacbes seguiram o0s meétodos preconizados pela Sociedade
Americana de Testes e Materiais (ASTM) como teor de cinzas, solaveis, granulometria
e numero de iodo. Os ensaios de lixiviacdo dos metais, formacéo de biofilme e inibicdo
foram realizadas em meio filtrante de leito fixo. As analises do numero de iodo
mostraram que a superficie do carvao ativado nao foi afetada pela impregnacédo dos
metais. Foi verificado que o maior valor de metal lixiviado foi de 0,03% m/m para o
zinco e para cobre os valores de lixiviagcdo estavam abaixo do limite de deteccéo. A
formacdo de biofilme por E. coli ocorreu na superficie do carvdo ativado. Foram
observadas inibicdes da formacéo de biofilme nas amostras impregnadas com zinco e
cobre. Combinados, 0os metais propiciaram inibicdo de mais de 6 logs em 24 h.
Portanto, no presente estudo demonstrou-se que a combinacdo dos metais zinco e
cobre na superficie do carvao ativado potencializa a inibicdo da formacédo de biofilme
por Escherichia coli ATCC 8739, propiciando uma alternativa no controle da
colonizacdo bacteriana para a industria de meios filtrantes.

Palavras-chave: Adsorvente, meio filtrante, metais, micro-organismos, biofilme.



ABSTRACT

Activated carbon is a carbonaceous material of high porosity and surface area, being
one of the main materials used as adsorbent in water filters. However, microorganisms
and organic matter can lodge on the surface and form biofilms that compromise their
performance. Industrially, impregnated silver is used to hinder the development of
microorganisms on the surface of the coal. In this context, the objective was to evaluate
the impregnation of zinc and copper, less noble metals, on the activated carbon surface
of Elaeis guineensis palm coconut shell and the impact on the inhibition of biofilm
formation by Escherichia coli ATCC 8739. The impregnation was performed By heating
with stirring, dryness and calcination in a muffle. The characterizations followed the
methods recommended by the American Society of Testing and Materials (ASTM) as
ash content, solubility, particle size and iodine number. The tests of metal leaching,
biofilm formation and inhibition were carried out in fixed bed filter medium. Analyzes of
the number of iodine showed that the surface of the activated carbon was not affected
by the impregnation of the metals. It was found that the highest value of leached metal
was 0.03% w/w for zinc and for copper the leaching values were below the limit of
detection. The formation of biofilm by E. coli occurred on the surface of the activated
carbon. Inhibition of biofilm formation was observed in samples impregnated with zinc
and copper. Combined, metals gave inhibition of more than 6 logs in 24 h. Wherefore, in
the present study it was demonstrated that the combination of zinc and copper metals
on the activated carbon surface enhances the inhibition of biofilm formation by
Escherichia coli ATCC 8739, providing an alternative in the control of bacterial
colonization for the filter media industry.

Key words: Adsorbent, filter medium, metals, microorganisms, biofilm.
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1 INTRODUCAO

O carvao ativado é um adsorvente muito utilizado como meio filtrante para
remover cloro e substancias organicas contidas na 4gua, causando sabor, odor e cor
(CECEN; AKTAS, 2011).

Micro-organismos presentes na agua podem se aderir a superficie do carvao
ativado, consumir matéria organica adsorvida no meio e secretar polissacarideos,
formando biofilmes microbianos na superficie do carvdo. Durante o processo de
filtracdo, pode ocorrer o desprendimento de algumas bactérias do biofilme,
contaminando a agua filtrada (GIBERT et al., 2013).

Escherichia coli é uma espécie de bactéria Gram-negativa, anaerdbia facultativa
que habita o trato gastrointestinal de humanos e alguns animais. E responsavel por
patologias como pneumonias, meningites, infec¢des intestinais, diarreias moderadas,
dentre outras. A Escherichia coli cresce sobre uma variedade de superficies bioticas e
abidticas, levando a formacéao do biofilme (BELOIN; ROUX; GHIGO, 2008).

Pequenas quantidades de metais ou tracos de elementos metélicos atuam como
agentes bactericidas no crescimento microbiano (LEMIRE; HARRISON; TURNER,
2013). A impregnacdo de metais a superficie do carvdo ativado confere um efeito
antimicrobiano. Além da prata, que é o metal empregado comercialmente, outros
metais também possuem atividade antimicrobiana, como cobre, zinco, titanio, ouro,
entre outros (DIZAJ et al., 2014).

Pela provavel presenca de micro-organismos e consequente formacdo de
biofilme na superficie do carvéo ativado, fatores que diminuem o desempenho do filtro
e contaminam a agua filtrada, sugere-se o estudo da inibicdo de formacédo de biofilme
microbiano pela impregnacao de zinco e cobre na superficie do carvao ativado.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O DESENVOLVIMENTO NO TRATAMENTO DE AGUA

A Portaria n° 2914, de 12 de Dezembro de 2011 do Ministério da Saude do
Brasil (2011), avalia os padrbes de qualidades organolépticas, fisico-quimicas e
biologicas da agua para ela ser considerada potavel, ou seja, para que nao ofereca
risco a saude humana. S&o véarias as formas de tratamento para se adquirir a
potabilidade, sendo que a mais tradicional para agua superficial (Agua de rios, lagos,
etc.), inclui, basicamente, as etapas de coagulacéo, floculacdo, decantacéo, filtracao,
seguida de correcao de pH, desinfeccéo e fluoretacédo (BINNIE; KIMBER, 2013).

A gqualidade da dgua de consumo ira depender de todas as fases de tratamento,
distribuicAo e armazenamento do produto (DREWES; FOX, 2000). O tratamento
inadequado apresenta-se como um dos principais veiculos de parasitas e micro-
organismos causadores de doencas, tornando-se um importante elemento de risco a
saude da populacdo que a consome. Dentre os patégenos mais comuns, incluem-se
Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia coli, Campylobacter, Pseudomonas
aeruginosa, dentre outros (ROMANI; GUASCH; BALAGUER, 2016).

A necessidade da remocdo de micro-organismos resultou no emprego e
desenvolvimento de outras técnicas de tratamento, como por membranas microporosas
(LAPOLLI et al., 1997), zedlitas (ALVES, 2008), resinas de troca idnica (RIANI, 2008),
filtracdo em carvao ativado (ARCHER, 2001), entre outras. Sdo técnicas aprimoradas
para quantificacdo de substancias e organismos diversos que se mantém em constante
e rapida evolucdo, o que torna mais rigorosos os padrdes de potabilidade (CEBALLOS
et al., 2009).

Filtros de carvao ativado sao utilizados no tratamento de agua para remocao de
poluentes organicos, pois possuem uma vasta area superficial e elevada porosidade
(SRINIVSAN et al., 2013).

2.2 O CARVAO ATIVADO
As caracteristicas Uteis do carvao ativado sdo conhecidas desde tempos antigos,

por volta de 1500 A.C, quando egipcios usavam carvao vegetal como um adsorvente
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para fins medicinais e como agente purificador (GU; YUSHIN, 2014). Por volta de 420
A.C, Hipdcrates utilizava p6 de carvao para remover o odor de suas feridas. Ancides da
sociedade hindu purificavam sua agua por filtracdo com carvao vegetal. Em 1773, o
quimico sueco Karl Wilhelm Scheele foi o primeiro a observar adsorcao de gases sobre
o carvao. Alguns anos mais tarde, carvoes ativados comecaram a ser utilizados na
industria de agucar como um agente descorante para xarope (HENNING; VON, 2012).

O carvao ativado € definido como um material constituido principalmente de
carbono (87% a 97%), com uma area superficial interna de 500 a 1200 m? g* e
estrutura porosa altamente desenvolvida resultante da transformacdo de matérias-
primas por reacbes em altas temperaturas (JANKOWSKA; SWIATKOWSKI; CHOMA,
1991).

A preparacdo de carvao ativado pode ser feita a partir de uma variedade de
matérias-primas, tornando-o um produto extremamente versatill. Alguns desses
materiais incluem cascas e sementes de frutas, materiais lenhosos, depdsitos de
residuos agricolas e ossos de animais (TAY; UCAR; KARAGOZ, 2009). Varios
subprodutos agricolas tém sido utilizados para a producédo de carvao ativado por serem
renovaveis e de baixo custo, como bagacos de soja, sementes de abodbora, sabugo de
milho, cascas de coco (OKMAN et al., 2014).

Os carvdes ativados produzidos a partir de cascas de coco apresentam um
grande volume de microporos, tornando-os a matéria-prima mais utilizada para
aplicacdes em que € necessaria uma capacidade de adsorcdo elevada (GU; YUSHIN,
2014).

2.2.1 A producgéo de carvéo ativado

Preparado a partir de um material carbonaceo poroso o0 carvao ativado
apresenta uma forma microcristalina, que passa por processamentos em fungao do
aumento de sua porosidade interna. Carbonizacao ou pirdlise é o primeiro processo a
gque a matéria-prima € submetida, por meio da qual é carbonizada a temperaturas
elevadas, variando de 500 a 800°C. Nesta etapa um produto carbonizado intermediario
€ obtido e elementos nao-carbonaceos sdo removidos na forma de gases leves e

componentes volateis (CO, CO,, CH4 e H,), favorecendo a formacdo de uma estrutura
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porosa priméria que leva a uma subsequente ativacdo (NOWICKI; KAZMIERCZAK;
PIETRZAK, 2015).

Posterior a pirélise, a ativacdo € o segundo passo para 0 aumento da area
superficial. Etapa indispensavel para o aumento de poros do carvao, pois consiste na
retirada de componentes como naftas, alcatrdo e residuos organicos que possam
obstruir os poros (OZDEMIR et al., 2014). S&o dois os tipos de processo de ativagdo:
ativacao fisica ou quimica (KATESA, 2013).

2.2.1.1 Ativagéo fisica

Na ativacdo fisica, a matéria-prima € primeiramente carbonizada entre 450-
800°C, sob atmosfera inerte, e o carvao resultante é, em seguida, ativado a uma
temperatura elevada (700 a 1000 °C) sob o fluxo de um gas contendo oxigénio como,
vapor de 4&gua, CO, ou ar atmosférico, combinados ou separadamente
(NIEDERSBERG, 2012).

O processo de ativacdo por CO, exige uma temperatura mais elevada que o
vapor, pois 0 CO; possui baixa reatividade devido seu tamanho molecular maior, o que
impede sua difusé@o (LI, et al. 2015). A incorporacdo desses gases (gaseificacao fisica)
eleva o volume de oporos, ocorrendo remocdo de residuos de decomposicédo e de
material carbonaceo como representado na Figura 1 (COSTA, 2007).

Figura 1 - Processo de producéo de carvéo ativado (carbonizagéo e ativacao fisica).

CD CO:
C0O:z H20
: Carbonizagdo Ativagdo z

Materla-Prlma Carvio Ativado
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As reagdes que evolvem a ativacao fisica (térmica) sao:
Cs) + H2O) 2> Hyg + CO AH =+ 130 kJ mol™ (2.1.1.1.2)
Cs) + COzg) 2 2CO AH = + 159 kJ mol™ (2.1.1.1.2)

Os processos de ativacdo térmica com vapor de agua e CO,, representados nas
equacdes (2.1.1.1.1) e (2.1.1.1.2) respectivamente, sdo reacdes endotérmicas que

tornam possivel um controle sobre a estruturacéo dos poros (COSTA, 2007).

2.2.1.2 Ativagdo quimica

Na ativacdo quimica a matéria-prima €& impregnada com um reagente de
ativacdo e aquecida numa atmosfera inerte. Os produtos quimicos utilizados na
ativacdo quimica podem ser alcalinos (KOH, K,CO3;, NaOH e Na,CO3), alguns &cidos
(HsPO4 e H,SO,) e sais de metais (AICI; e ZnCly) (OKMAN et al., 2014). Estes produtos
sdo agentes de desidratacdo que influenciam na decomposicéo pirolitica e inibem a
formacdo de alcatrdo. A grande vantagem da ativacdo quimica se da pelo baixo custo
energético (temperaturas préoximas a 600°C) e pela alta eficiencia do processo
(OZDEMIR et al., 2014).

O mecanismo para a ativacdo com agentes quimicos tende a produzir uma
porosidade bem desenvolvida (meso e microporos), além de um rendimento elevado de
teor de carbono, pois atua como um agente desidratante mantendo o carbono fixo
(FOO; HAMEED, 2011). Através da lavagem, os agentes ativantes sdo removidos do
carvao ativado em seu processo final, por meio de solucao acida ou basica como é
mostrado na Figura 2 (OKMAN et al., 2014).
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Figura 2 — Processo de ativagdo quimica do carvao ativado e remocao do agente ativante.

H=0/CO:
Impregnagao ﬂ‘
Agente Ativante Ativagio e
Carbonizagao Lavagem
HCI/Hz0
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2.2.2 Adsorgao

A adsorcdo é o processo em que ha retencdo de moléculas ou ions nas
superficies de particulas sélidas. Essa retencdo ocorre por interacdes entre 0s
chamados adsorventes e adsorvatos. Algumas propriedades irdo definir a capacidade
do carvdo ativado adsorver compostos, tais como: teor de cinzas, densidade, area
superficial, dimensao, granulometria, tipo de ativacédo, presenca de grupos funcionais e
estrutura interna dos poros (EL-HENDAWY, 2003).

Quanto ao tipo de ativacado, as interacdes que ocorrem em sua superficie séo
classificadas como fisissor¢éo (adsorcéo fisica) e quimissorcdo (adsorcao quimica). As
forcas envolvidas na fisissor¢cao incluem as forcas de van der Waals (interagcbes de
dispersdo ou dipolo induzido e interacbes dipolo-dipolo). A interacdo
adsorvato/adsorvente na adsorcdo fisica depende da polaridade da superficie do
solido, devido a adsortividade e da disperséo de seus sitios ativos (MAURIN, 2014).

Ja na quimissorcao o adsorvato € fixado fortemente a superficie do adsorvato
por meio de interagdes fortes (ligacdes quimicas covalentes) e assim ocupam sitios
que potencializam seu numero de coordenag¢do com o substrato (WANG et al.,2015).

Constituido basicamente por carbono, o carvao ativado possui em sua superficie

certas quantidades de heteroatomos (oxigénio e hidrogénio, por exemplo) ligados
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quimicamente a sua estrutura, além de componentes inorganicos (cinzas). A presenca
de cinzas no adsorvente podera levar a adsorcdo de agua, devido a seu carater
hidrofilico, alterando assim o processo de adsorcao, ou seja, reduzindo a adsorcédo do
adsorvato (EL-HENDAWY, 2003). Os grupos funcionais oxigenados encontrados na
superficie do carvdo ativado irdo depender do seu tipo de ativagdo. Dentre os mais
encontrados estdo 0s grupos carboxilicos, éteres, carbonilas, fendlicos, lactonas,
dentre outros como é mostrado na Figura 3 (NOWICKI; KAZMIERCZAK; PIETRZAK,
2015).

Figura 3 — Estrutura de grupos funcionais encontrados na superficie do carvéo ativado.
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Fonte: Adaptado de NUNEZ (2009).

O carvao ativado é constituido por poros de diferentes formas e tamanhos. Por
definicdo da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), microporos séo
poros que apresentam didmetros menores que 2 nm, mesoporos sao definidos como
agueles que possuem um diametro entre 2 e 50 nm, e macroporos Sao 0s poros com
didmentros maiores que 50 nm. Outra classificagdo também inclui ultramicroporos,
referindo-se a microporos menores que 0,7 nm. A Figura 4 ilustra os macro, meso e
microporos em um carbono ativado (CECEN; AKTAS, 2011).
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Figura 4 — Classificacdo dos poros do carvéo ativado.
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Fonte: Adaptado de CECEN; AKTAS ( 2011).

Primeiro sdo formados os macroporos pela oxidacdo dos grupos funcionais
sobre a superficie do carvdo. Em seguida os mesoporos sédo formados como canais
secundarios nas paredes da estrutura dos macroporos e finalmente, os microporos séo
formados dentro da estrutura da matéria-prima (CECEN; AKTAS, 2011).

2.2.3 As aplicagdes do carvao ativado

A alta aplicabilidade do carvao ativado esta relacionada a sua alta porosidade,
adsorcao rapida e estabilidade térmica (HESAS et al., 2013). Como consequéncia,
existem numerosas aplicacdes em campos diferentes, tais como na catélise (LIMA et
al., 2013), na medicina (ALKHATIB; ZAILAEY, 2015), na protecdo ambiental para o
controle de tratamento de agua (COBB et al., 2012) e efluentes (KUMAR, 2015).

O carvao ativado se tornou mais atraente por seus beneficios ambientais (COBB
et al., 2012). A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos reconhece que a
adsorcao por carvao ativado € uma das melhores tecnologias disponiveis de controle.
O tratamento de agua inclui agua potavel e de aguas residuais, ou seja, utilizado na
remocdo de uma grande variedade de poluentes do meio aquatico (JURADO-
SANCHEZ et al., 2015).

2.2.3.1 Filtros domésticos
Fitros domeésticos com carvao ativado sdo capazes de adsorver contaminantes
(matéria organica) presentes na agua de consumo e também removem cloro residual

provindo da estacdo de tratamento (HENNING; VON, 2012). No entanto, o carvao
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ativado, em meio Uumido, se torna propicio ao desenvolvimento de micro-organismos
patogénicos (NANGMENY!I et al., 2009).

Conforme descrito na Norma da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT) NBR 16098:2012, para o uso de aparelho para melhoria da qualidade da agua
de uso doméstico, deve-se informar a capacidade de cessar, diminuir e até mesmo
eliminar a taxa de contaminagcdo por micro-organimos. Neste aparelho deve ser
comprovada a auséncia de contaminantes em seu interior, essencialmente em
inatividade, tudo dentro dos padrbes estabelecidos pela legislacdo (ABNT, 2012).

Um dos problemas que podem comprometer o desempenho do filtro de carvao
ativado esta na possivel formacéo de biofilme, pela agloremacgéo de bactérias sobre a
surpeficie do carvao. Particulas de carvao ativado possuem textura rugosa e porosa
que proporcionam uma superficie favoravel e protegida ao crescimento bacteriano.
Como resultado, bactérias colonizam a superficie de carvdo, diminuindo assim a
superficie disponivel ao contato com a agua e permitindo que esses organismos
crescam e formem biofilmes. A colonizacdo e proliferacdo bacteriana podem trazer
danos como a diminuicdo de tempo de vida util do filtro e a contaminacdo da agua
filtrada por micro-organismos (GIBERT et al., 2013).

A irregularidade, rugosidade e porosidade da superficie do carvao ativado
fornece um ambiente oportuno ao desenvolvimento e crescimento de biofilmes (ISLAM
et al., 2016).

2.3 BIOFILMES MICROBIANOS

Biofilmes sdo sistemas biolégicos formados por um agregado de células de
micro-organismos sésseis, organizadas e funcionais embebidas em matriz extracelular
composta por substancias poliméricas, a qual possibilita a aderéncia irreversivel a
superficies bidticas ou abidticas (WU; GUO; FU, 2014). A matriz exopolissacaridica
consiste principalmente de agua (até 95%), polissacarideos, proteinas e DNA (acido
desoxirribonucléico). Acumula substancias do meio ambiente, como sais minerais,
proteinas e envolve as células bacterianas (PELGRIFT; FRIEDMAN, 2013).

Estudos sobre o revestimento da matriz exopolissacaridica indicam que o0s
biofilmes possuem caracteristicas elasticas que suportam esforcos mecanicos. Os

nutrientes estdo presos pelas bactérias e a agua presente na matriz também esta presa
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de forma eficiente pelas ligacbes de hidrogénio com os polissacarideos hidrofilicos.
Ambos os fatores genéticos e ambientais (temperatura, disponibilidade de nutrientes,
variacdo de pH, oxigénio,caracteristicas do substrato) contribuem para a formacao de
biofilme. As bactérias podem se adaptar a diferentes condi¢cdes ambientais, modulando
a estrutura do biofilme (GUPTA et al., 2015).

Biofilmes desempenham um papel essencial na sustentabilidade ambiental e na
saude humana. Em ambientes naturais, eles contribuem na biorremediacdo de
compostos toxicos liberados a partir de atividades humanas. Em tratamento de
residuos, biofilmes séo usados para remover compostos organicos indesejaveis para
fornecer 4gua limpa para a sociedade (CHEW; YANG, 2016).

No entanto, os filmes formados por agentes patogénicos bacterianos também
sdo encontrados no corpo humano e sdo a raiz de muitas infeccbes bacterianas
persistentes e cronicas. Exemplos de infec¢cdes associadas ao biofilme incluem a
periodontal, que é uma doenca em que a placa bacteriana, um biofilme de mudltiplas
espécies, provoca carie dentaria, gengivite e periodontite, infeccbes pulmonares, em
gue o biofilme bacteriano resiste ao tratamento antimicrobiano e a fagocitose, infec¢ées
bacterianas em implantes médicos, em que muitas bactérias patogénicas sdo capazes
de formar biofilmes sobre os materiais utilizados e outros dispositivos (CHEW; YANG,
2016).

O avanco e desenvolvimento de um biofilme microbiano envolvem etapas de
adesdo, fixacdo, crescimento e producdo de sua matriz extracelular, como se verifica
na Figura 5. Biofilmes sdo formados gradualmente ao longo do tempo (BJARNSHOLT,
2013).
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Figura 5 - Representagao das etapas de desenvolvimento de um biofilme microbiano.
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Fonte: Adaptado de MENOITA et al. (2012)

Apbés a adesdo, as células fracamente ligadas consolidam o processo de
adesao, produzindo exopolissacarideos que complexam 0s materiais da superficie e os
receptores especificos localizados nos flagelos, pili ou fimbrias. Na auséncia de
interferéncia mecanica ou quimica, a adesao torna-se, nesta fase, irreversivel. Durante
este estagio de adesédo, os micro-organismos individualizados unem-se uns aos outros,
formando agregados na superficie a que aderem (GUPTA, 2015).

Com a adeséo irreversivel da bactéria a superficie e sua proliferacéo, inicia-se o
processo de maturacdo do biofilme em que os agregados se desenvolvem em grandes
microcolénias, sendo que a complexidade e densidade do biofilme aumentardo a
medida que as células se dividem. Nesta etapa os biofilmes tornam-se altamente
hidratados, formando-se estruturas abertas compostas por aproximadamente 90% de
material ndo celular, incluindo exopolissacarideo e canais por onde circulam o0s
nutrientes. Quando o biofilme atinge uma determinada massa critica e o equilibrio
din&mico é alcangado, as camadas mais externas comeg¢am a liberar células em estado
planctdénico, podendo rapidamente se dispersar e multiplicar, colonizando novas
superficies e organizando novos biofilmes em novos locais (GUPTA, 2015).

Os biofilmes podem causar significativas infeccbes agudas, em particular na
industria alimentar e também na distribuicdo de agua. Tais biofilmes sdo um problema

para a saude publica e industria. Dentre 0s principais agentes patogénicos estdo a
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Escherichia coli (DEWANTI, 1995), Salmonella sp (VESTBY et al, 2009).,
Staphylococcus aureus (STEPANOVIC et al, 2000), Shigella sp., Vibrio sp.,
Campylobacter jejuni, Clostridium sp., E Listeria monocytogenes (CHEW; YANG,
2016), Pseudomonas aeruginosa (STEWART et al, 1993).

2.3.1 Escherichia coli

Escherichia coli (E. Coli) € uma bactéria Gram-negativa, anaerbbia facultativa,
ndo formadora de esporos, assume a forma de bacilo e pertence a familia das
Enterobacteriaceae. Possui multiplos flagelos dispostos em volta de suas células
(ALLOCATI et al., 2013).

E. coli € comumente usada como indicador de contaminacdo fecal de
abastecimento de &agua potavel, pois trata-se de um habitante consistente,
predominantemente facultativo do trato gastrointestinal humano. Além disso, a carga
negativa da superficie e as baixas taxas de inativacdo de E. coli garantem que elas
possam viajar longas distancias no subsolo e essas caracteristicas as tornam
indicadoras da contaminacéao fecal de aguas subterraneas (LUTTERODT, 2012).

No trato digestivo, estdo localizadas no intestino grosso, especialmente no ceco
e cOlon. Residem na camada de muco que abrange as células epiteliais por todo o trato
e derramadas para o lumen intestinal com o componente de muco degradado e
excretado nas fezes. Podem ser transmitidas através de alimentos, agua, pessoa a
pessoa e animal a pessoa. Muitos casos envolvem o0 consumo de alimentos
contaminados, constituindo uma das principais fontes de infeccdo humana (RIVAS et
al., 2015).

Diferentes estirpes de E. coli podem causar doencas como, sindrome hemolitica
urémica, diarreia sanguinolenta e também tém sido associadas a septicemia,

meningite, pneumonia e infec¢des em feridas (FEGAN; GOBIUS, 2014).

2.3.2 Zinco e cobre

Zinco é um metal de transicdo essencial ao organismo humano em pequenas
quantidades. E necessario para a atividade catalitica de cerca de 300 enzimas
implicadas no metabolismo intermediario. Protege o0 organismo diminuindo a

quantidade de radicais livres em nosso corpo, pois possui agdo antioxidante (ATI-
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HELLAL et al, 2016). Complexos de zinco possuem atividades bioldgicas,
antibacterianas, anti-inflamatorias e antiproliferativas (TABASSUM et al., 2012).

O cobre, por sua vez, possui beneficios para saude humana, como no
crescimento adequado do corpo, em reacdes enzimaticas e também na producdo de
energia. Sendo € um importante cofator no metabolismo oxidativo de varias enzimas.
Cu (Il) é capaz de clivar o DNA eficientemente por processo oxidativo ou clivagem
hidrolitica (TABASSUM et al., 2012). ions de cobre podem ligar-se a residuos de
aminoacidos aromaticos nas moléculas de enzima e também causar dano oxidativo
nas proteinas (JOMOVA; VALKO, 2011).

jons de Cu* e Zn*' sdo transportados pelo sistema de captacdo de ions
metalicos essenciais para a célula, onde podem se acumular e exercer efeitos toxicos
em determinadas concentracbes. Cobre e zinco apresentam propriedades
antibacterianas (SEIL; WEBSTER, 2012).

A PORTARIA 2914/2011 do Ministério da saude que estabelece o padrao de
potabilidade determina que o teor de cobre em agua potavel ndo deve ultrapassar 2 mg

L™ e o teor de zinco deve ser de 5 mg L™.

2.3.2.1 Atividade antimicrobiana de metais

Metais de transicdo s&o utilizados como agentes antimicrobianos, pois
apresentam toxicidade para micro-organismos. Compostos de metais antimicrobianos
sdo aplicados na industria, agricultura e saude. Essas inovacfes foram possiveis pela
descoberta de metais que desestabilizam biofilmes resistentes a antibidticos, exercem
atividade bactericida sinérgica com outros biocidas, inibem as vias metabdlicas de um
modo seletivo e matam bactérias multirresistentes (LEMIRE; HARRISON; TURNER,
2013).

Metais como a prata (Ag), cobre (Cu), ouro (Au), titanio (Ti) e zinco (Zn)
possuem acao antimicrobiana. Estudos in vitro revelaram que nanoparticulas metalicas
inibem varias espécies microbianas (DIZAJ et al., 2014).

Dentre os agentes antimicrobianos, os de maior potencial sdo aqueles contendo
sais de prata, capazes de liberar ions do metal. A atividade antimicrobiana da prata

vem sendo estudada de diferentes formas, incluindo ions, metais, e materiais
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nanoestruturados. Tem sido utilizada na imobilizacdo de diferentes materiais de
suporte, na industria farmacéutica e no tratamento de 4gua (AKHIGBE, 2016).

Seil e Webster (2012) realizaram um estudo comparando as caracteristicas
morfolégicas entre as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus expostas a
uma mesma concentracdo de ions de prata. Ambas as espécies de bactéria exibiram
condensacdo de DNA, separacdo de membrana celular e danos a parede celular,
provocando desnaturacdo do DNA e assim sua morte celular. fons de prata foram
detectados no citoplasma de cada tipo de bactéria.

Nanoparticulas de prata inibem o crescimento bacteriano por inativagdo das
proteinas. Os atomos de prata se ligam a grupos tiol (SH) e desativam enzimas. A
prata catalisa a formacéao de ligacdes dissulfeto (R-S-S-R) responsaveis pela alteracao
da forma e estrutura de enzimas celulares, o que afeta sua funcdo. Os ions de prata se
ligam ao ribossoma subunidade 30S e desativam o complexo ribossémico, bloqueando
a traducao da proteina. Assim, as proteinas, que desempenham papel importante na
célula, sdo afetadas pelas nanoparticulas de prata, levando a morte da célula
bacteriana. (RAI et al., 2012).

Além da prata, outros metais apresentam atividade antimicrobiana e séo
utilizados no controle microbioldgico. Grande parte na forma de éxidos. Apresentam
baixo custo, boa estabilidade quimica e fisica e também atividade potencial
antimicrobiana (KUMAR; ANTHONY, 2016).

Ahamed et al. (2014) avaliaram a atividade antimicrobiana de napoparticulas de
CuO e verificaram um excelente resultado contra oito estirpes bacterianas (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Enterococcus faecalis, Shigella
flexneri, Salmonella typhimurium, Proteus vulgaris e Staphylococcus aureus).
Nanoparticulas de CuO apresentam potencial para utilizacdo como agentes
antibacterianos em revestimentos de superficie em varios substratos para evitar a
adesao dos micro-organismos e a consequente colonizacdo e formacéao de biofilmes.

No estudo contra bactérias transmitidas por alimentos, Castro-Mayorga et al.
(2016) empregaram nanoparticulas de ZnO em embalagens alimentares. O trabalho
demonstra o grande potencial de particulas nanoestruturadas de ZnO como material
antimicrobiano contra Salmonella enterica, Listeria monocytogenes e Escherichia coli,

frequentemente envolvidas em surtos de origem alimentar.
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Chohan et al. (2005) realizaram um estudo com ciprofloxacina ligada a metais,
dentre eles, cobre (ll) e zinco (Il) para andlise da atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Gram-
negativas, tais como Escherichia coli (ATCC 8739), Klebsiella pneumoniae (ATCC
5836) e Bacillary dysenteriae (ATCC 7306). Os complexos de metais exibiram uma
melhoria acentuada da atividade da ciprofloxacina contra todas as estirpes bacterianas
de teste, em comparacao com o antibiotico progenitor, ciprofloxacina.

No tratamento de agua, Yuen (1998), Heskett e Mich (1999) propuseram em
tratamento de fluidos o uso de ligas metélicas por possuirem um sistema de potencial
redox. Dentre esses metais, ligas com zinco e cobre (Zn-Cu) foram utilizadas na
remocao de cloro e também na eliminacéao de bactérias.

Ligas redox de cobre/zinco (KDF 55) em conjunto com fibras de carvdo ativado
foram utilizadas por Zhang et al. (2011) como meios de filtracdo. Além de beneficiarem
a remogao de cloro residual, inibiram o crescimento de micro-organismos e, assim,
prolongaram substancialmente a vida atil do filtro.

Além do uso de ligas metalicas associadas ao carvao ativado no processo de
filtracAo de &gua, a impregnacdo de metais a superficie do carvao favorece uma
importante acdo antimicrobiana. Dave, Mukherjee e Srivastava (2011) propuseram a
impregnacdo de metais para prevenir e/ou reduzir a ocorréncia de colonizacdo
bacteriana na superficie do bloco de carbono. Tais blocos sdo geralmente impregnados
com um metal, tal como prata, cobre ou zinco, separados ou misturados, com variagao
de concentracdo de 0,01 a 10% em massa e com uma taxa de lixiviagdo de metal

relativamente baixa.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar o impacto da impregnacdo de zinco e cobre na superficie de carvao
ativado de casca de coco de dendé (Elaeis guineensis) na formacao de biofilme por

Escherichia coli ATCC 8739 em meio filtrante de leito fixo.

3.2 Objetivos Especificos
o Determinar as caracteristicas do carvdo ativado ndo impregnado, como area
superficial e porosidade, teor de cinzas, teor de sollveis, granulometria e nimero de

iodo.

o Impregnar zinco e cobre ao carvao ativado em diferentes concentracdes e

determinar suas respectivas concentracdes por meio da técnica de absorcéao atdomica.

o Verificar a estrutura e composicdo elementar da amostra de carvao ativado nao
impregnado e das amostras impregnadas com zinco e cobre, utilizando a técnica de
microscopia eletrénica de varredura (MEV), acoplada ao espectrofotdmetro de energia
dispersiva (EDS).

o Avaliar a lixiviagdo dos metais impregnados no carvéo ativado em meio filtrante
de leito fixo.
o Analisar a formacéo de biofilme por Escherichia coli ATCC 8739 na superficie

das amostras de carvao ativado, impregnadas e nao impregnada, em meio filtrante de

leito fixo.

o Verificar a atividade inibitéria em diferentes concentragbes de metais
impregnados no carvao ativado separados e em conjunto, na formacéo de biofilme por

Escherichia coli apds 24 horas.
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4 METODOLOGIA
4.1 CARACTERIZACOES DO CARVAO ATIVADO

4.1.1 Determinacao do teor de cinzas (ASTM D 2866-94)

Amostras de 2,551 g, 2,6041 g e 2,5684 g do carvao ativado de casca de coco
de dendé Elaeis guineensis (Bahiacarbon Agroindustrial Ltda, Bahia, Brasil) foram
lavadas, secadas, pesadas e aquecidas em mufla por 24 h a uma temperatura de

550°C. Posteriormente, as amostras foram resfriadas e pesadas.

4.1.2 Determinacao de soluveis em agua (ASTM D 5029-98)

Dez gramas de carvao ativado de casca de coco de dendé (Elaeis guineensis)
foram inseridos em baldo de fundo redondo contendo 100 mL de &gua destilada e
assim aquecidos por 15 minutos sob-refluxo. Posteriormente, uma aliquota do baldo foi
colocada em aquecimento (150°C) em capsula de porcelana até a secura. Apos o

resfriamento da capsula, esta foi pesada.

4.1.3 Determinacao da granulometria (ASTM D 2862-97)

Cem gramas de carvao ativado de casca de coco de dendé (Elaeis guineensis)
foram pesados e passados por peneiras de 20, 36, 40 e 50 mesh. O carvao ativado
retido nas peneiras foi pesado.

4.2 IMPREGNACOES DE ZINCO E COBRE EM CARVAO ATIVADO

4.2.1 Preparacgédo do carvéao ativado impregnado com zinco e cobre (0,05% e 0,1%
m/m)

Foram preparadas solucdes estoques de nitrato de zinco Zn (NO3),.6H20 (5,0 x
102 g mL™?) e nitrato de cobre Cu (NO3),.3H,0 (5,0 x 102 g mL™) para obtencédo de
teores em massa de 0,1% e 0,05% de zinco e cobre em relacdo a massa de 25 g de
carvao ativado de casca de coco de dendé (Elaeis guineensis).

Foram adicionados 25 g de carvdo ativado em cinco capsulas de porcelana e

posteriormente, adicionaram-se 25 mL das solu¢des de nitrato de zinco (0,05% ou
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0,1%) e/ou nitrato de cobre (0,05% ou 0,1%) para obtencdo das seguintes
concentracbes: 0,1% de Zinco; 0,1% de Cobre; 0,1% Zinco / 0,05% Cobre; 0,05%
Zinco / 0,1% Cobre; 0,1% Zinco / 0,1% Cobre. Em seguida, foram aquecidas a
temperatura aproximada de 150°C, com agitacao até total secagem. As amostras secas
foram transferidas para cadinhos e levados a mufla, por 2h e 30 min, a uma
temperatura de 250°C.

4.2.2 Determinacao do numero de iodo (ASTM D 4607-94)

Solucdes de iodato de potassio 0,1 N, tiossulfato de sodio 0,1 N e iodo padréo,
foram padronizadas. Em seguida, foram adicionados 20 mL da solugdo de iodo padrao
em um Erlenmeyer contendo 1,000 g de cada amostra impregnada e nao impregnada
de carvao ativado. As solucbes foram mantidas sob agitacdo e, em seguida tituladas

com a solucéo de tiossulfato de sédio, em triplicata.

4.2.3 Quantificacdo de metais impregnados do carvao ativado

Apoés a impregnacao, 0,1 g das amostras de carvao ativado foram aquecidas até
a fervura, com 10 mL de &cido nitrico. Em seguida, passaram pelo processo de
filtracdo. Os filtrados recolhidos foram diluidos para 100 mL de agua destilada em baldo
volumeétrico. O mesmo procedimento foi realizado para amostra de carvao ativado ndo
impregnado.

Para a quantificacdo de metais presentes nos filtrados, foram preparadas curvas
de calibragéo (0,04, 0,06, 0,08, 0,1 e 0,12 mg L) com as solucdes padrdo de zinco e
cobre (1000 mg L™). O equipamento utilizado para a determinacdo dos metais foi o
espectrofotometro de absorcdo atdmica AAnalyst 400, da Perkin Elmer, na
Universidade Estadual de Goias. Foram construidas curvas de calibracdo a partir da
solucéo padréao de zinco (R2 = 0,9985) e da solucdo padréo de cobre (R?2 = 0,9991). As

quantificacdes dos metais foram realizadas em triplicata.
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4.2.4 Determinacdo da estrutura e composi¢cdo quimica das amostras de carvao

ativado por microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

espectrofotdmetro de energia dispersiva (EED)

acoplada ao

As amostras de carvao ativado impregnadas com zinco e cobre e a amostra nao

impregnada foram dispostas em disco de aluminio e fixadas em fita dupla face de

carbono (superficie condutora) e assim analisadas no microscépio eletrénico de

varredura acoplado ao espectrofotbmetro de energia dispersiva, Hitachi TM3030 Plus,

da Universidade Estadual de Goias.

4.3 AVALIACAO DE METAIS LIXIVIADOS POS-FILTRACAO

4.3.1 Filtros de leito fixo

Seringas de 60 mL foram adaptadas como filtros de leito fixo. Foram adicionados

5,00 g de cada amostra de carvao ativado em filtros independentes. Estes foram

presos em suportes universais por garras de fixacdo e para o recolhimento do filtrado,

foram utilizados béqueres (Figura 6).

Figura 6 — Sistema de filtragdo em filtros de leito fixo de carvéo ativado.
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4.3.2 Andlise da lixiviagdo de zinco e cobre nas amostras de carvao ativado

Utilizando o sistema de filtragdo em leito fixo, foram realizadas cinco passagens
de 100 mL de agua destilada nas em 5 g das amostras de carvao ativado impregnadas
e nao impregnada a fim de verificar quantidades dos metais zinco e cobre
desprendidos do carvao ativado pelo processo de filtracdo. Os primeiros 200 mL
filtrados foram descartados e os 300 mL recolhidos e armazenados em baldo
volumétrico de 100 mL para analise.

Foram preparadas curvas de calibracdo (0,004; 0,006; 0,008; 0,01 e 0,012 mg L
1Y com as solucdes padrédo de zinco e cobre (1000 mg L™). O equipamento utilizado foi
o0 espectofotbmetro de absorcdo atdmica Aanalyst 400 da Perkin Elmer da
Universidade Estadual de Goias. A andlise da lixiviacdo dos metais foi realizada em

triplicata.
4.4 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

4.4.1 Reativacéo de cepa

As cepas de Escherichia coli ATCC 8739 (American Type Culture Collection) da
colecdo mantida no Laboratério de Microbiologia do CCET/UEG, em Anapolis-GO,
foram utilizadas para realizacdo dos ensaios microbiolégicos.

Pela técnica de esgotamento por estriacdo, as cepas de Eschericia coli ATCC
8739 foram repicadas em meio solido &gar Eosin Methylene Blue Agar (EMB) e
incubadas em estufa a 35°C. Apés 24 horas o repigue foi retirado da estufa e 5 colénias
foram transferidas para um tubo contendo 15 mL de caldo nutriente com 20% v/v de
glicerol. O tubo foi homogeneizado em vortex e posteriormente incubado em estufa a
35°C. Apo6s 12 horas retirou-se o tubo da estufa e transferiu-se aliquotas de 1 mL para
microtubos (Eppendorf). Esses microtubos foram armazenados por sete dias, a uma

temperatura de 8°C, posteriormente congelados a -20°C.
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4.4.2 Preparo da agua desafio com Escherichia coli ATCC 8739

Apbs o processo de reativagdo, as cepas foram crescidas em agar EMB a 35°C
por 24 horas, 5 colénias foram transferidas para tubos com 10 mL de agua peptonada e
ajustada a turvacdo de 0.5 McFarland (1,5 x 10® ufc mL™).

Aliguotas de 0,6 mL do ajuste foram transferidas para seis Erlenmeyers
contendo 59,4 mL de agua destilada. De cinco dos seis Erlermeyers, foram retirados
0,2 mL perfazendo o total de 1 mL para a diluicdo em série (10™), em tubos de ensaio
contendo 9 mL de solucéo fisiolégica. 0,2 mL da suspensédo do sexto Erlenmeyer foram
descartados.

Apbs a diluicdo da 4gua desafio, as suspensdes foram semeadas em agar EMB
por 24 h, em estufa, com temperatura de 35°C. Posteriormente, realizou-se a contagem
de colbnias de E. coli.

4.4.3 Ensaio microbioldgico

Utilizando o mesmo sistema de filtragcdo em leito fixo, foram adicionados 5,00 g
de cada amostra de carvdo ativado em filtros independentes. 60 mL de agua desafio
foram adicionadas a cada filtro e passadas pelo processo de filtracdo, durante 50
minutos. Posteriormente os filtros foram incubados em camara umida, em auséncia de
luz, por 24 horas, a temperatura ambiente de aproximandamente 25°C.

Em seguida, as amostras de carvao ativado contidas nas seringas foram
transferidas para Erlenmeyers contendo 100 mL de solucao fisiolégica estéril e assim
submetidas ao desprendimento do biofilme microbiano em banho ultrassénico (25 KHz)
por 5 minutos em Ultrassom UNIQUE modelo USC 1450. Aliquotas de 1mL de cada
suspensdo das amostras sonicadas foram diluidas em série até 10™ e posteriormente,
semeadas em agar EMB para seguinte contagem de células viaveis.

O ensaio foi realizado em triplicata em capela de fluxo laminar, com a amostras
impregnadas sem tratamento de pré-lavagem e amostras impregnadas com tratamento
de pré-lavagem. O tratamento de pré-lavagem consiste na passagem de 500 mL de

dgua destilada em amostras impregnadas antes da realizagdo do ensaio
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microbioldgico, a fim de verificar uma possivel interferéncia na eficiencia de inibicdo de

biofilme pela lixiviacdo de metais.

4.4.3.1 Cinética de desenvolvimento

Para a andlise de cinética de desenvolvimento, as amostras com tratamento de
pré-lavagem foram submetidas ao mesmo teste microbioldgico, mas foi realizada a
contagem de células viaveis das amostras em contato com a agua desafio apés 1, 8 e

24 horas. O teste foi realizado em triplicata.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS DOS DADOS

Foi utilizado o programa Graphpad Prism 6 para determinar a significancia dos
valores de formacao do biofilme da amostra de carvao ativado ndo impregnado e das
amostras de carvdo ativado impregnados nos ensaios microbiolégicos. Aplicou-se o
teste t Student pareado bicaudal e ndo pareado, comparando duas amostras pareadas

e duas amostras independentes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACOES DO CARVAO ATIVADO
5.1.1 Determinacdo do teor de cinzas (ASTM D 2866-94)

O teor de cinzas da amostra de carvédo ativado de casca de coco de dendé
(Elaeis guineensis) obtido foi de 8,3% (m/m). Zago (2010) determinou valores de teores
de cinza entre amostras de carvao ativado de casca de coco de 6,79% e 8,78% (m/m).
Oliveira (2014) 2% e 1,24% (m/m) em amostras de carvdo ativado de casca de coco
verde (cocos nucifera) e Reis et al. (2015) 3,61% (m/m) em amostra de carvao ativado
de casca de coco de babacu (Orbignya phalerata Martius). O teor de cinzas encontrado
em cada material esta relacionado a natureza do material precursor ou ao processo de
fabricacéo e lavagem do carvao apos a ativacao (PEREIRA, 2010).

As cinzas sado residuos de minerais que permanecem na superficie do carvao
ativado ap0s sua queima. Segundo Vale et al. (2004) valores de cinzas para 0 carvao
produzido a partir do mesocarpo do coco estdo relacionados a sua composicao
quimica, apresentando substancias minerais, como calcio, potassio, fésforo,
magnésio, ferro, sédio, entre outros. De acordo com Jaguaribe et al. (2005), a
porcentagem do teor de cinzas de carvéo ativado comercial € de até 15% (m/m). Um
valor menor que 15% ¢é desejavel para a eficiéncia da adsor¢éo, sendo o valor de 8,3%
(m/m) determinado no presente trabalho, um valor abaixo do citado por Jaguaribe et al.
(2005).

5.1.2 Determinacdo de solluveis em agua (ASTM D 5029-98)

A média em massa de substancias presentes na amostra de carvao ativado,
sollveis em &gua, foi de 0,24% (m/m). Os materiais sollveis em agua sao agueles
presentes nos poros do carvdo ativado, sendo geralmente sais, acgucares simples,
polissacarideos e outros compostos (GUIMARAES, 2006). A baixa porcentagem
encontrada de sollveis indica que os componentes do carvao ativado, em sua maioria,
sdo insolUveis em agua, o que ndo compromete a eficicia e funcionalidade do carvao
em filtros de agua. Comparando com o valor encontrado por Oliveira (2014), de 0,19%
e por Sebastiany (2015) de 0,33% (m/m), em amostra de carvao ativado de casca de

coco de dendé, entende-se que a quantidade de sollUveis ir4 variar de acordo com a
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forma de preparo e ativacdo e também pode ser influenciada pela matéria-prima
utilizada.

5.1.3 Determinacéo da granulometria (ASTM D 2862-97)

Na andlise de granulometria, as maiores porcdes de carvao 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. A granulometria encontrada esta entre as mais comuns e utilizadas na

filtracdo de agua com carvao ativado. Dentre elas tém-se: 6 x 12/8 x 16 /8 x 30/ 12 x
25/12x40/20x40/20x50/30x60/40 x 80 mesh. Além de apresentar elevada

area superficial, a granulometria 20 x 40 mesh cumpre com as necessidades para uso

em filtragem de &gua, como a distribuicdo de graos homogéneos (REIS et al., 2015).

5.2 IMPREGNACOES DE ZINCO E COBRE EM CARVAO ATIVADO

5.2.1 Preparacao do carvéo ativado impregnado com zinco e cobre (0,05% e 0,1%
m/m)

As concentracdes de 0,05% e 0,1% (m/m) dos metais impregnados foram
escolhidas baseadas na literatura, como Dizaj et al. (2014) que citam a eficiéncia
antimicrobiana de nanoparticulas de Ag, ZnO e CuO. Todas apresentam eficiente
atividade antimicrobiana, mas nanoparticulas de Ag apresentam resultados
satisfatérios em menores concentracdes quando comparadas as concentracdes das
nanoparticulas de ZnO e CuO. Sendo a prata utilizada comercialmente (0,08% m/m)
foram utilizadas concentracbes de zinco e cobre abaixo e acima deste valor, para

verificar a eficiéncia antimicrobiana destes metais juntos e separados.

5.2.2 Determinacao da concentragcdo dos metais zinco e cobre impregnados em
carvao ativado
Na Tabela 1, verificam-se os resultados das porcentagens em massa dos metais

zinco e cobre.
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Tabela 1 — Porcentagem dos metais zinco e cobre impregnados no carvéo ativado.

Amostras % Metais Impregnados EP
MED + DP
CAni <LD -
CAil (zZn) 0,101 + 0,003 0,0015
CAi2 (Cu) 0,102 + 0,001 0,0006

CAi3 (Zn/Cu) 0,0994 + 0,0006 / 0,0597 + 0,001  0,0003/ 0,0006
CAi4 (Zn / Cu) 0,060 + 0,0006 / 0,102 + 0,0012 0,0003 / 0,0007
CAi5 (Zn/Cu) 0,108 + 0,0006 / 0,110 + 0,0006 0,0003/ 0,0003

Legenda: CAni — carvao ativado ndo impregnado; CAi - carvao ativado impregnado; Zn — zinco; Cobre —

cobre; <LD — menor que o limite de deteccéo; DP - desvio padréo; EP — erro padréo.

Nota-se na Tabela 1 que a amostra CAni apresentou valores abaixo dos limites
de deteccdo para zinco e cobre, que ( os limites de deteccdo devem ser >0,04 pg L™

para zinco e >0,05ug L™ para cobre). As amostras impregnadas CAi apresentaram
porcentagens de concentracdes de zinco e cobre esperadas.

5.2.3 Determinacdo do numero de iodo (ASTM D 4607-94)

Valores das massas de iodo adsorvidas pelo carvao ativado estdo mostrados na
Tabela 2.

Tabela 2 - Superficie do carvao ativado detectada pela técnica da massa de iodo adsorvida.

Massa de iodo adsorvida

Amostras em CA (mg g™) P
MED = DP
CAni 1279,00 + 4,58
CAi1 (0,101% Zn) 1263,33 + 4,93 0,0157
CAi2 (0,102% Cu) 1260,67 + 2,08 0,0032
CAi3 (0,0994% Zn / 0,0597% Cu) 1247,00 = 2,00 0,0004
CAi4 (0,060% Zn / 0,102% Cu) 1244,33 + 1,53 0,0002
CAIi5 (0,108% Zn / 0,110% Cu) 1231,67 + 2,52 0,0001

Legenda: CA - carvédo ativado; MED - média; DP - desvio padrédo; CAni — carvao ativado néo
impregnado; CAi - carvdo ativado impregnado; p — nivel descritivo do teste t da diferenca das amostras
CAi versus amostra CAni;
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O nuamero de iodo expressa a quantidade de iodo adsorvida pelo carvao ativado
e se relaciona com a adsor¢cdo de moléculas de pequena massa molecular (DI
BERNARDO; DANTAS, 2005). Segundo a ABNT NBR 11834:1991 o numero de iodo
adsorvido deve, ser no minimo, de 600 mg g*. Estima-se que a adsor¢édo de 1 mg de
iodo seja correspondente a 1 m? de superficie interna dos carvées ativados, o que seria
uma maneira de estimar sua area superficial (EL-HENDAWY et al., 2001).

Na Tabela 2, constata-se que o CAni apresentou uma massa de 1279 mg g™ de
iodo adsorvido, ou seja, uma massa bem acima do minimo estabelecido pela ABNT
NBR 11834:1991, indicando que o carvao ativado de casca de coco de dendé (Elaeis
guineensis) possui uma grande area superficial, pois quanto maior a quantidade de
iodo adsorvido pelo carvao, maior sera sua area superficial.

A impregnacdo de metais a superficie do carvao ativado ocasiona uma
obstrugdo de poros, diminuindo assim sua area superficial (YANG et al., 2012).
Comparando os valores das amostras impregnadas CAi com a amostra CAni na Tabela
2, verificam-se diferencas estatisticamente significativas com valores de p<0,05. No
entanto, apesar de a impregnacdo de metais ocasionarem uma diminuicdo da area
superficial, essa diminuicdo é desprezivel quando comparada ao tamanho da superficie
restante. As areas superficiais sofreram reducdo durante o processo de impregnacao,
mas 0s metais impregnados ndo alteraram, de forma significativa a area superficial do

carvao, permanecendo sua atividade adsortiva.

5.2.4 Analise estrutural e da composicdo elementar do carvdo ativado pela
microscopia eletronica de varredura (MEV) acoplada ao espectrofotometro de
energia dispersiva (EED)

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada para observar a
morfologia das amostras de carvao ativado granular de casca de coco de dendé (Elaeis
guineensis). Para andlise da composicéo elementar das amostras utilizou-se acoplado
ao MEV o espectrofotdmetro de energia dispersiva (EDD).

A Figura 7 retne as fotomicrografias da amostra ndo impregnada (CAni) e das

amostras impregnadas com zinco e cobre (CAI).
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Figura 7 — Microscopia Eletrénica de Varredura da amostra de carvao ativado ndo impregnado e das

amostras impregnadas com zinco e cobre.

0um NLU 30 um

Legenda: a) MEV da amostra CAni 1200x; b) MEV da amostra CAil 4000x; c) MEV da amostra CAi2 1000x; d) MEV
da amostra CAi3 2000x; e) MEV da amostra CAi4 2500x; f) MEV da amostra CAi5 2000x.
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Pelas fotomicrografias da Figura 7, observam-se estruturas irregulares em todas
as amostras de carvao ativado de casca de coco de dendé, além da presenca de poros
superficiais, com ampla variacdo em seus tamanhos.

Na analise realizada por EED, verificou-se que a matéria-prima apresenta cerca
de 80%, em massa, de constituicdo carbdnica. Essa constituicdo baseia-se num arranjo
carbdnico, agregado a elementos presentes na matéria organica precursora do carvao
ativado (casca de coco de dendé) ou ainda do processo de tratamento ao qual foi
submetido (HARO et al., 2012).

Além de carbono, observam-se também, oxigénio, silicio, aluminio e potassio.
Todos os elementos sdao comuns em carvdes ativados produzidos a partir de material
vegetal, como € o caso da matéria-prima utilizada neste trabalho que é originada da
casca de coco de dendé. Calcio, sodio e magnésio também foram detectados com
pequena porcentagem em massa, oriundos da matéria-prima original.

Nas amostras impregnadas, além dos elementos provenientes da matéria-prima,
foi observada, também a presenca dos metais zinco e cobre, impregnados nas
amostras.

Em pesquisa analoga ao presente estudo, Sebastiany (2015) empregou a
técnica de microscopia eletrdnica de varredura (MEV), acoplada ao espectrofotdmetro
de energia dispersiva (EED) em suas amostras. Na amostra de carvao ativado de
casca de coco de dendé impregnado com 0,1% de Zn e 0,05% de Cu, espectros de
EDS foram analisados em pontos especificos. Na Figura 8 verificam-se dois pontos

analisados pelos espectros da andlise da energia dispersiva da amostra.
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Figura 8 — Espectros da analise da energia dispersiva (EED) do carvéo ativado impregnado com 0,1% de

Zn e 0,05% de Cu em dois pontos.
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Fonte: Adaptado de Sebastiany (2015)
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Sebastiany (2015) relata que, no ponto 1, sinais intensos de silicio e oxigénio
indicam a presenca de silicatos e pouco sinal de zinco, que pode estar depositado
sobre o silicato neste ponto. Ja no ponto 2, verifica-se um sinal intenso de carbono e
pequenos sinais de zinco e cobre, depositados sobre a estrutura carbonacea do carvao
ativado.

No presente trabalho ndo foi realizada andlise da composicdo elementar em
pontos especificos, mas ao observar as analises de Sebastiany (2015) consegue-se
identificar que os metais impregnados, zinco e cobre, ficam depositados ndo apenas na

estrutura carbonacea, como também na superficie dos silicatos.

5.3 AVALIACAO DE METAIS LIXIVIADOS POS-FILTRACAO
A gquantidade em massa e a porcentagem de lixiviacdo dos metais nas amostras
de carvbes ativados impregnados com zinco e cobre e na amostra ndo impregnada

estdo organizados na Tabela 3.

Tabela 3 — Porcentagens de zinco e cobre lixiviados durante a filtracdo seriada de 4gua destilada.

Teor de metais lixiviados (%)

Terceira Quarta Quinta
Filtrac&o Filtracdo Filtracdo
Zn Cu Zn Cu Zn Cu
Cani <LD <LD < LD < LD <LD <LD
CAil (0,01% zn) 0,018 < LD 0,009 <LD 0,004 < LD
CAi2 (0,102% Cu) <LD <LD <LD <LD <LD <LD

CAi3 (0,0994% Zn / 0,0597% Cu) 0,016 <LD 0,012 <LD 0,008 <LD
CAi4 (0,060% Zn / 0,102% Cu) 0,030 <LD 0,023 <LD 0,013 <LD

CAI5 (0,108% Zn / 0,110% Cu) 0,012 <LD 0,005 <LD <LD <LD

Legenda: CAni — carvao ativado nao impregnado; CAi — carvao ativado impregnado; Zn — Zinco; Cu —

Cobre; < LD — menor que o limite de deteccéo.

7

A lixiviagdo € o processo de remocdo de espécies quimicas que ndo estdo
presas a estrutura da amostra (CHEN et al., 2015). No presente trabalho, o carvéo
ativado passa pelo processo de impregnacéo de metais a sua superficie. Partes desses
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metais impregnados ndo se fixam totalmente a estrutura do carvdo, sendo
desprendidos e liberados durante as primeiras filtragens de &gua. Portanto, certo
volume de agua filtrada devera ser descartado na primeira utilizagdo, pois quantidades
de metais estardo presentes no filtrado inicial. Pelos padrées de potabilidade
estabelecidos pela Portaria do Ministério da Saude 2914/2011, os valores maximos de
cobre e zinco em agua potavel devem ser, respectivamente, de 2 mgL™* e 5mg L™

Os primeiros 200 mL do filtrado recolhido foram descartados, uma vez que a
maior parte dos metais séo liberados nesta etapa. Analisando os teores de lixiviacao
dos metais zinco e cobre, na Tabela 3, na terceira, quarta e quinta filtragdes, verifica-se
que, na amostra CAni, ndo houve desprendimento de zinco e cobre e como observado
na determinacédo de concentracdo das amostras na Tabela 1, a matéria-prima (carvao
ativado de casca de coco de dendé) ndo apresenta tracos de tais metais. Apresentou
valores abaixo dos limites de deteccéo para zinco e cobre (limites devem ser >0,04 ug
L™ para zinco e >0,05ug L™ para cobre).

Nas amostras impregnadas observam-se valores de lixiviacdo de zinco bem
abaixo do valor padrdo de potabilidade estabelecido pela PORTARIA 2914/2011.
Verifica-se, ainda, que a cada passagem de 100 mL de agua destilada, a lixiviagcdo em
cada amostra CAi diminui, sendo esse desprendimento considerado irrelevante em
relacdo aos niveis de toxicidade. J& na lixiviacdo de cobre, ndo foi verificado nenhum
desprendimento na terceira, quarta e quinta filtracdes. Dessa forma, é possivel inferir
gue 0s metais cobre e zinco se encontram impregnados apropriadamente a superficie
do carvao ativado.

Com a perda de metal, a superficie do carvdo ativado se torna desprotegida,
susceptivel a formacdo de biofilme microbiano. Como foi verificado, apenas uma
pequena parcela de zinco se desprendera durante as filtracdes, beneficiando um amplo

tempo de vida util ao filtro impregnado com zinco e cobre.
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5.4 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

5.4.1 Agua desafio com Escherichia coli ATCC 8739

A portaria INMETRO 394/2014 determina que a concentragdo de Escherichia
coli varie de 5 a 6,954 Logl0 ufc para 100 mL de agua, nos ensaios de controle
microbiolégico.

No presente estudo, a contagem de Escherichia coli nas amostras de &agua
desafio variou de 5,66 a 5,93 Logl0 ufc 100 mL™. As contagens se apresentaram

dentro dos valores preconizados pela portaria.

5.4.2 Formacéao de biofilme por Escherichia coli ATCC 8739 em meio filtrante de
leito fixo

As contagens de células viaveis associadas a formacao de biofilme por E. coli
na superficie das amostras de carvao ativado sem tratamento de enxague e amostras

com tratamento de enxague estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Contagem de E.coli ATCC 8739 associadas aos biofilmes na superficie de carvao ativado.

Sem pré-lavagem Com pré-lavagem
Log 10 ufc 5g™ Log 10 ufc 5g™
Contagem P Contagem P
Amostras MED * DP MED * DP
CAni 6,745 = 0,132 6,707 £ 0,064
CAi1 (0,101% Zn) 2,526 + 0,370 0,0001 3,199 + 0,169 0,0001
CAi2 (0,102% Cu) 1,143 +1,018 0,0007 2,916 £ 0,074 0,0001
CAIi3 (0,0994% Zn / 0,0597% Cu) NHC - NHC -
CAi4 (0,060% Zn / 0,102% Cu) NHC - NHC -
CAIi5 (0,108% Zn / 0,110% Cu) NHC - NHC -

Legenda: ufc — unidade formadora de colénia; MED - média; DP - desvio padrédo; CAni - carvao ativado
nao impregnado; CAi - carvao ativado impregnado; p - nivel descritivo do teste t da diferenca das
amostras CAi versus amostra CAni; NHC — ndo houve crescimento.

O carvao ativado apresenta uma superficie porosa de elevada area superficial
que favorece a colonizacao, proliferacdo de micro-organismos e posterior formacéo de

biofilme. Ao se alojarem na estrutura, 0s micro-organismos se alimentam da matéria
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organica presente no carvao, secretam polissacarideos, se reproduzem e formam o
biofilme (ZHANG et al, 2011). Na tabela 4 verifica-se que as amostras de carvao
ativado ndao impregnado (CAni) com e sem tratamento de pré-lavagem formaram
biofilmes por Escherichia coli ATCC 8739 apds a passagem da &gua desafio e
incubacédo por 24 horas. A média de contagem de células viaveis de E. coli associada a
formacéo de biofilme na superficie do CAni aumentou aproximadamente 1 log em
relagdo a média de contagem de E. coli na agua desafio.

A formacdo de biofiime na superficie do carvdao ativado pode resultar em
prejuizos, como a diminuicdo de sua eficiéncia de adsorcdo, e também diminuir a
qualidade da &gua pelo desprendimento indesejavel de micro-organismos do filtro
(GIBERT et al., 2013). Gabr et al. (2009) verificaram que a formacéo de biofilme em
carvao ativado granular por Escherichia coli ASU 7 diminuiu acentuadamente o
didmetro médio dos poros do carvdo, com uma consequente diminui¢ao significativa da
superficie especifica, com bloqueio de microporos.

Todas as amostras impregnadas (CAi), com e sem tratamento de pré-lavagem,
apresentaram significativas inibicdes de biofilme por Escherichia coli ATCC 8739. CAil
e CAI2 exibiram um crescimento bacteriano abaixo do valor encontrado na amostra n&o
impregnada (CAni). J& as amostras impregnadas com 0s metais zinco e cobre em
conjunto, tiveram inibicdes extremamente significativas de aproximadamente 6 logs.

A normativa brasileira ABNT NBR 16098/2012 estabelece requisitos e métodos
de ensaios para avaliacdo da eficiéncia bacteriol6gica. Para ensaios com Escherichia
coli se estabelece uma concentracdo inicial com no minimo de 1x10° e maximo de
9x10° ufc 100 mL™* (5 a 6,954 logs) de Escherichia coli e apresente um resultado de
reducdo minima de 2 logs (ABNT, 2012). Analisando os dados da Tabela 4, verifica-se
gue o0s ensaios realizados se adequaram aos critérios estabelecidos pela norma, com
resultados de até 6 logs de diminuig&o.

Os valores encontrados nos ensaios com amostras sem e com tratamento de
pré-lavagem demonstraram que 0Ss metais impregnados em conjunto tornam a
superficie do carvdo ativado um material com maior agdo antibacteriana, do que
quando impregnados separadamente. Portanto, a combinacdo dos metais é eficaz

contra a formacgao de biofilmes por E. coli.

46



O tratamento de pré-lavagem do meio filtrante antes do ensaio microbiologico
remove 0s metais zinco e cobre ndo fixados a superficie do carvdo ativado apos a
etapa de impregnacdo. Pela analise de lixiviagdo na Tabela 3, pode-se observar
pequena liberacdo de zinco e valores de limites ndo detectaveis de desprendimento de
cobre ja na terceira filtracao.

No grafico 1, a seguir, verifica-se como ocorreu a formagdo de biofilme nas

amostras sem e com tratamento de pré-lavagem.

Gréfico 1 - Inibicdo da formacéo de biofilme por E. coli nas amostras com e sem tratamento de pré-

lavagem.
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Legenda: ufc — unidade formadora de colénia; CAni - carvao ativado ndo impregnado; CAi - carvao
ativado impregnado; CAil - 0,101%; de Zn; CAi2 - 0,102% de Cu; CAi3 - 0,0994% Zn / 0,0597% Cu;
CAi4 - 0,060% Zn/0,102% Cu; CAI5 - 0,108% Zn / 0,110% Cu. * Diferencas significativas entre os

tratamentos de pré-lavagem.

No grafico 1, nota-se que no ensaio microbiolégico das amostras com tratamento
de pré-lavagem, a formacédo de biofilme foi mais intensa. A passagem de agua e
posterior desprendimento dos metais ndo fixos a superficie resultaram em um efeito

antimicrobiano minimizado, se comparado com os resultados das amostras sem
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tratamento de pré-lavagem. Ja nas amostras impregnadas com zinco e cobre em
conjunto (CAi3, CAi4 e CAI5), a lixiviagcdo ndo afetou este efeito, ndo ocorrendo o
crescimento microbiano.

Pelo exposto, fica claro que amostras impregnadas concomitantemente com
zinco e cobre (CAIi3, CAi4 e CAI5) apresentaram total inibicdo de biofilme nos dois
ensaios. Assim, o efeito sinérgico potencializa com a associacdo desses metais, ou
seja, o efeito oligodinamico, que € caracterizado pelos efeitos letais que ions metalicos
exercem sobre micro-organismos, mesmo em pequenas quantidades, foi intensificado
com a impregnacdo em conjunto de zinco e cobre a superficie do carvdo ativado
(PELCZAR; CHAN; KRIEG, 2005).

Metais, como 0 zinco e o cobre, sdo toxicos a maioria das bactérias e possuem
atividade microbiocida. Exercem atividade bactericida sinérgica com outros biocidas,
inibem vias metabdlicas de forma seletiva e matam bactérias multirresistentes. As
doses toxicas desses metais interrompem seletivamente 0S processos hecessarios ao
crescimento celular, participam de reacfes que inibem atividades enzimaticas,
interrompem a funcdo da membrana ou danificam o DNA. A investigacdo nesta area
tem sido lenta devido a diversidade metabdlica dos micro-organismos, o que dificulta o
estudo da toxicidade do metal (LEMIRE; HARRISON; TURNER, 2013).

Uma andlise da atividade antimicrobiana de nanoparticulas de ZnO contra
Escherichia coli foi realizado por Liu et al. (2009). 12 mmol L™ de nanoparticulas de
ZnO inibiram completamente o crescimento de E. coli. Distorceram e danificaram a
membrana celular, resultando em um vazamento do conteudo citoplasmaético.

Shih e Lin (2010) avaliaram ions de cobre e prata em um método de desinfec¢ao
contra biofilmes de Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia e
Acinetobacter baumannii na distribuicdo de agua hospitalar. O indculo das suspensées
bacterianas continham 3 x 10° ufc mL™. As combinacdes dos metais Cu / Ag (mg L™)
foram: 0,2 / 0,02; 0,4 / 0,04; 0,8 / 0,08. A amostra contendo 0,8 / 0,08 mg L™
apresentou uma inibicdo de 99,9% nas primeiras 24 horas. Os resultados mostraram
que a ionizacdo de cobre-prata foi eficaz no controle de biofilme. H& formacéo de
ligacOes eletrostaticas nos grupos carregados negativamente localizados na parede
celular bacteriana. A combinacéo de ions cobre e prata gera um efeito sinérgico que

controla a formacgéao do biofilme bacteriano. Este mesmo efeito pode ser observado nos
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resultados encontrados no presente trabalho, que combina zinco e cobre, mas em
concentragdes menores e com uma inibigdo de 100%.

Estudos mostram que doses téxicas de certos ions metalicos (especialmente Fe
(I e Cu (1)), aumentam as espécies reativas de oxigénio ROS intracelulares. Em E.
coli, a desregulacdo do metabolismo do Fe leva ao dano do DNA e a exposi¢cdo ao Cu
(I) bloqueia atividades enziméticas. As toxicidades associadas a esses metais podem
ser devidas a danos celulares mediados por ROS e diferentes reacdes de oxidacao
catalisadas por metal podem estar subjacentes a tipos especificos de danos a proteina,
membrana ou DNA (LEMIRE; HARRISON; TURNER, 2013).

Sebastiany (2015) realizou uma pesquisa analoga ao presente estudo. Amostras
de carvao ativado de casca de coco de dendé foram impregnadas com zinco e cobre
em concentracdes semelhantes. Estas foram submetidas a ensaio microbiolégico para
inibicdo de biofiime por Pseudomonas aerugionosa ATCC 9027. Os resultados
demonstraram que amostras contendo metais impregnados em conjunto apresentaram
inibicbes maiores (até 3 logs) que amostras impregnadas com metais separados,
corroborando o efeito sinérgico contra Pseudomonas aeruginosa.

Comparando os resultados de inibicdo de Sebastiany (2015) com os do presente
trabalho, verifica-se que o segundo apresentou maiores inibicdes. Os dois estudos
diferem no tipo de micro-organismo estudado e também no preparo das amostras, no
tempo e temperatura de calcinacédo, que podem interferir na forma em que o metal se
acopla a superficie do carvao ativado. Uma analise do ambiente quimico dos metais
impregnados faz-se necessaria para o aprofundamento deste estudo.

Acredita-se que, em algumas circunstancias, a inibicao do crescimento e a morte
celular séo resultado de uma combinacéo de diferentes mecanismos. Dependendo da
guimica do metal (sua espécie particular) os mecanismos de toxicidade podem diferir
(LEMIRE; HARRISON; TURNER, 2013).

Durante o processo de calcinacéo, ocorre remoc¢éo de agua e de gases ligados
quimicamente & substancia, tipicamente hidratos e carbonatos. E um processo
vigorosamente endotérmico que decompde hidratos em minerais, usado principalmente
na producédo de 6xidos (CHOUILLET et al., 2003).

Estudos que utilizaram a impregnacdo de zinco e cobre em determinadas

superficies, ap0s analises de termogravimetria / termogravimetria derivada, difracdo de
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raios X, espectroscopia na regido do infravermelho e espectroscopia de fotoelétrons
excitados por raios X, constataram a formacédo de 6xidos de zinco e Oxidos de cobre
apos a calcinacdo das amostras, em temperaturas que variaram de 120 a 800°C, de 2
a 5 h. A presenca de ZnO e CuO aumentava com aumento da temperatura, embora a
120°C j& se notasse a formacéo de oxidos (CHOUILLET et al., 2003; DA SILVA et al.,
2008; MORENO-PIRAJAN et al., 2010; MUNIK et al., 2011; BILKOVA et al., 2016).
Como ja citado, os Oxidos possuem potente acdo antimicrobiana na inibicdo de
formacdo de biofilmes (KUMAR; ANTHONY, 2016). No presente trabalho, ndo foi
realizada analise das espécies quimicas das amostras impregnadas com zinco e cobre,
portanto, baseado na literatura, sugere-se que pelo processo de calcinagdo, a

formacéo de 6xidos de zinco e 6xido cobre tenha ocorrido.

5.4.3 Cinética de desenvolvimento
As médias dos valores da cinética de desenvolvimento do crescimento
microbiano das amostras em contato com a agua desafio entre 1, 8 e 24 horas estéo

evidenciadas na Tabela 5 e no Gréafico 2.

Tabela 5 - Contagem de células viaveis apds 1, 8 e 24 horas das amostras em contato com a
agua desafio.
Agua Desafio: 5,705+0,105 Log10 ufc 100 mL™

Desenvolvimento por Tempo de Contato Log 10 ufc 5g™

Amostras 1h 8h 24 h
MED + DP MED + DP MED + DP
CAni 5,950 + 0,826 5,961 + 0,048 6,607 + 0,162
CAi1 (0,101% Zn) 4,623 +0,311" 3,982 + 0,039 3,199 + 0,169"
CAi2 (0,102% Cu) 4,578 + 0,253" 3,237 + 0,114" 2,916 + 0,074"
CAi3 (0,0994% Zn/0,0597% Cu) 3,154 + 0,160" 1,392 + 0,209" NHC”
CAi4 (0,060% Zn /0,102% Cu) 3,054 + 0,144" 1,069 + 0,044" NHC”
CAI5 (0,108% Zn/0,110% Cu) 1,959 + 0,050" NHC# NHC*

Legenda: ufc — unidade formadora de colénia; MED — média; DP — desvio padrao; CAni - carvao
ativado n&o impregnado; CAi - carvao ativado impregnado;NHC — ndo houve crescimento; # Diferencas

significativas entre 4gua desafio versus CAi (p< 0,05).
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Gréfico 2 — Cinética de desenvolvimento microbiano
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Legenda: ufc — unidade formadora de colénia; CAni - carvao ativado ndo impregnado; CAi - carvao
ativado impregnado; CAil - 0,101%; de Zn; CAi2 - 0,102% de Cu; CAi3 - 0,0994% Zn / 0,0597% Cu;
CAi4 - 0,060% Zn /0,102% Cu; CAIi5 - 0,108% Zn / 0,110% Cu.

Os perfis das curvas apresentadas no grafico 2 demonstram que na amostra de
carvdo ativado ndo impregnado houve desenvolvimento microbiano em todos os
intervalos de incubacdo, como consequéncia do favorecimento do meio.

Nas amostras impregnadas (CAi), o processo de desenvolvimento da formacéao
de biofilme por Escherichia coli ATCC 8739 se reduziu ao longo dos intervalos de
incubacédo. As diferencas na contagem de células vidveis das amostras impregnadas,
nos trés intervalos, foram estatisticamente significativas em relacdo a contagem de
células viaveis da agua desafio (5,705 0,105 Log10 ufc 100 mL™).

Nas amostras CAi3 e CAi4, o desenvolvimento microbiano foi reduzido em
grande parte no intervalo de 8 horas e, na amostra CAI5, o desenvolvimento do biofilme
foi bem menor, logo na primeira hora de contato, evidenciando o potencial
antimicrobiano da combinacdo dos metais em maior concentracdo, como se verifica
nos valores de desenvolvimento microbiano ap6s 8 e 24 horas.

Ao analisar a quantidade de micro-organismos presentes na agua desafio na
Tabela 5, verifica-se que o desenvolvimento do biofilme por E. coli foi crescente na

amostra ndo impregnada CAni e descrescente nas amostras impregnadas CAi. O
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desenvolvimento microbiano na amostra n&o impregnada foi favorecido, principalmente
pela existéncia de fatores presentes no meio, como a matéria organica que €
consumida pelos micro-organismos, que secretam polissacarideos e se reproduzem. Ja
a presenca dos metais zinco e cobre nas amostras, impregnados sozinhos e
combinados, reduziram significativamente a formacdo de biofilme nas primeiras 24
horas.

O desenvolvimento microbiano nas amostras impregnadas foi afetado pela acao
oligodindmica dos metais zinco e cobre ja na primeira hora de contato com a agua
desafio. O contato das amostras impregnadas com a agua desafio por 24 horas
evidencia um efeito antimicrobiano satisfatério e eficiente no processo de inibicdo da

formacao de biofilme por Escherichia coli ATCC 8739.
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6 CONCLUSAO

O teor de cinzas e a quantidade de soluveis em agua da amostra de carvao
ativado de casca de coco de dendé (Elaeis guineensis) demonstraram o0 néo

comprometimento da capacidade adsortiva do carvao.

O ndmero de iodo determinado em todas as amostras de carvdo ativado
(impregnados e ndo impregnado) se apresentou acima de 600 mg g*. Os
resultados demonstraram que a impregnacao de metais na superficie do carvao

ativado néo interferiu em sua capacidade adsortiva.

Na avaliacdo de metais lixiviados, o cobre e o zinco apresentaram valores de
desprendimento abaixo e préximos do limite de deteccdo. A metodologia de

impregnacao foi eficaz na fixacdo dos metais a superficie do carvao ativado.

Pela andlise microbiolédgica, verifica-se que a superficie do carvdo ativado
propicia a formacgédo de biofilme microbiano por Escherichia coli, apresentando
médias de contagem de 6,745 e 6,707 log 10 ufc 5g™.

A combinacdo dos metais zinco e cobre na superficie do carvao ativado
potencializou o efeito oligodinamico na inibicdo de biofilme por Escherichia coli
ATCC 8739, apresentando um maior sinergismo em relacdo as amostras com
metais impregnados separadamente. Amostras CAi3, CAi4 e CAI5 apresentaram

inibicdo total, sendo resultados bastante significativos.

O presente estudo apresentou resultados que propiciam uma boa alternativa no
controle da colonizagéo bacteriana para as industrias de meios filtrantes a partir

da impregnacao de zinco e cobre combinados, na superficie do carvéo ativado.
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