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Avaliacao da Atividade Bacteriostatica de Carvao
Ativado Impregnado com Prata Frente a Bactéria
Pseudomonas aeruginosa.

Lorena F. S. Oliveira, Leticia K. Sebastiany, Plinio L. F. Naves &
José D. R. de Campos

A Pseudomonas aeruginosa ¢ um microrganismo comumente presente em efluentes
de origem hospitalar, pois ¢ um patéogeno nosocomial, causador de infec¢des de dificil
tratamento. A prata possui propriedades antimicrobianas conhecidas, sendo empregada
juntamente com carvado ativado em filtros domésticos. Foram portanto, desenvolvidos
filtros com amostras de carvao ativado de casca de coco de dendé (Elaeis guineensis)
impregnadas com prata, que posteriormente filtraram solugdes contendo o microrganismo
de estudo. Apds incubagdo, as colonias foram contadas e determinadas (UFC/mL),
revelando que a amostra com maior concentragdo do metal melhor inibiu o crescimento
da bactéria, apresentando atividade bacteriostatica, e confirmando seu papel fundamental.

Palavras-chave: microrganismo,; carvao ativado, prata.

Pseudomonas aeruginosa is a microorganism commonly present in effluents
of hospital origin, since it is a nosocomial pathogen, which causes difficult to treat
infections. The silver has known antimicrobial properties, being used together with
activated charcoal in domestic filters. Therefore, filters were developed with silver
impregnated palm coconut shells (Elaeis guineensis), which subsequently filtered
solutions containing the study microorganism. After incubation, the colonies were
counted and determined (CFU / mL), revealing that the sample with the highest
concentration of the metal better inhibited the growth of the bacterium, presenting
bacteriostatic activity, and confirming its fundamental role.

Keywords: microorganism, activated carbon;, silver.
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Introducdo

A agua ¢ o recurso natural mais abundante da Terra, e de
extrema importancia para todas as formas de vida, devido
a sua larga utilizagdo seja no uso doméstico, na agricultura,
industria e agropecudria. Contudo, a dgua atua como um
veiculo de transmissdo de diversas doengas, devido a
presenga de inlimeros contaminantes, como: virus, bactérias,
parasitas, toxinas, produtos quimicos e metais toxicos que
provém de lixos domésticos, hospitalares e industriais.
Esses contaminantes estdo presentes, devido a tratamentos
ineficazes nos efluentes aquosos ou a falta deles'.

Para consumo humano, a legislagdo brasileira diz que
a agua deve estar de acordo com a Portaria 2914/2011 do
Ministério da Satde? que dita os padrdes de potabilidade
da agua, com os niveis maximos de contaminantes que a
agua deve ter para ser considerada propria para o consumo
humano. Embora a 4gua fornecida pelas Estagdes de
Tratamento de Agua (ETA) esteja dentro dos pardmetros
de qualidade da legislagdo, no trajeto ETA-ponto de uso,
ou no armazenamento da agua nas residéncias (caixa
d’agua), pode-se contaminar a agua antes de ecla ser
consumida. Para melhorar ainda mais a qualidade da agua,
faz-se o uso de filtros domésticos. No entanto, € comum a
formagdo de colonias de microrganismos, sua proliferagdo
e a formagao de biofilmes nesses filtros, o que, na maioria
das vezes, interfere no seu funcionamento e pode levar a
diminuigdo da vida 1til dos equipamentos®. O crescimento
de microrganismos em alimentos, embalagens e outros
produtos levou pesquisadores a estudar e desenvolver
produtos inovadores com propriedades antimicrobianas.
Dentro dessa gama de produtos, estd envolvido o carvao
ativado impregnado com prata’.

FILTROS DOMESTICOS DE CARVAO ATIVADO

Para elevar a qualidade da agua a ser consumida, ¢
comum fazer o emprego de filtros domésticos. Ha varios
no mercado, os quais geralmente sdo constituidos de
cartuchos de porcelana porosa ou materiais semelhantes,
com ou sem carvao ativado, sendo que alguns ainda
possuem prata aderida. A porcelana porosa dos cartuchos

72 Revista Processos Quimicos

¢ responsavel pela retengdo de particulas em suspensao,
as maiores causadoras da turbidez das aguas e o carvdo
ativado tem como objetivo corrigir o odor e sabor do fluido,
bem como remover cloro residual e compostos organicos’.
Nesse processo, a matéria organica fica aderida ao filtro. Ha
alguns filtros que possuem sistema de retrolavagem para
limpeza interna desses, injetando agua no sentido oposto
ao de saida com uma determinada pressdo. Contudo, esse
processo nao assegura a pureza da agua filtrada por esses
equipamentos, podendo a matéria organica retida no filtro
servir de alimento para microrganismos se desenvolverem
formando biofilme®’.

BIOFILMES BACTERIANOS

Os biofilmes sdo comunidades de microrganismos que
se desenvolvem em uma matriz polimérica extracelular,
semelhantes a um gel. As células microbianas aderem-se
a uma superficie solida e multiplicam-se secretando uma
substancia polimérica constituida de macromoléculas®.

Para o crescimento desses organismos, ¢ necessaria a
presenca de alguns nutrientes, como nitrogénio, enxofre e
carbono. Os biofilmes podem apresentar-se em espessuras
variaveis, que vao de micrometros até centimetros.
Sua composi¢do também pode ser variavel, mas a agua
representa a maior porcentagem. Ha ainda a presenca dos
microrganismos, polissacarideos, matéria organica e outras
substancias dissolvidas e adsorvidas’®.

PSEUDOMONAS AERUGINOSA

A Pseudomonas aeruginosa ¢ um Dbacilo,
Gram-negativo, aerobio, pertencente a familia
Pseudomonadaceae. E um microrganismo mével, pois
possui um ou mais flagelos que sdo usados para sua
locomogdo'. E um patégeno, causador de infec¢des em
diversos sitios do corpo humano, como pneumonias,
infecgcdes urindrias, infecgdo de feridas cirurgicas e
na corrente sanguinea, pois consegue desenvolver
resisténcia a diversos antibioticos. Sua presenga nos
recursos hidricos pode ser resultado de despejos de
residuos hospitalares nos cursos de agua ¢ a falta de
tratamento adequado dos efluentes''.
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Essa bactéria foi escolhida para o estudo, pois ¢ dentro
do grupo das Pseudomonas a de maior relevancia'', e por
ser um dos microrganismos de ensaios de desempenho da
eficiéncia bacteriologica da norma ABNT NBR 15176:2004
(INMETRO)".

MECANISMO DE ACAO ANTIMICROBIANA DA
PRATA IONICA E METALICA

Os mecanismos da acdo antimicrobiana da prata
ainda ndo sdo totalmente compreendidos e definidos,
por isso, estdo sendo investigados. Entretanto, alguns
mecanismos propdem atividades para ions prata, como
ligagdo extracelular e precipitagdo da prata na membrana,
pois a parede celular dos microrganismos € composta
de peptideoglicano, sua carga negativa interage com a
carga positiva dos ions prata, e a partir dai, a prata pode
entdo se ligar em grupos proteicos e enzimas levando a
inativagdo dessas'®. Outras duas formas de interagdo na
forma ionica sdo: interferindo na funcionalidade do DNA
(Acido desoxirribonucleico) e RNA (Acido ribonucleico),
e modificando a membrana plasmatica da célula'.

J& para o efeito antibacteriano de nanometais, ha duas
possibilidades: (1) a toxicidade do ion metalico livre
resultante da dissolucdo de superficie das nanoparticulas
e (2) estresse oxidativo via gera¢do de espécies reativas
de oxigénio (EROs) nas superficies das nanoparticulas.
Dessa forma, fica dificil para as células das bactérias
desenvolverem resisténcia a esses antimicrobianos'>.

Kora e Arunachalam'® estudando sobre a atividade
antibacteriana de nanoparticulas de prata realizaram testes
com a bactéria P. aeruginosa. O teste consistiu em usar a
bactéria e descobrir o possivel envolvimento de radicais
livres na atividade antibacteriana. Para tanto, foram
adicionadas nanoparticulas de prata com concentracdo de 4
pg/mL, e ainda solugdes de N-acetilcisteina (NAC) e acido
ascorbico (AA) na concentragdo de 10 mM em placas com
Agar Mueller-Hinton, as placas foram inoculadas com 230
UFC de P. aeruginosa ¢ incubadas a 37°C por 18h. Apds
esse periodo, as bactérias sobreviventes foram contadas.
Placas controle com e sem antioxidantes foram preparadas
para averiguagao.

Jan / Jun de 2019

Os antioxidantes foram usados com o objetivo de
eliminar as espécies reativas de oxigénio produzidas
pelas nanoparticulas de prata. Na placa controle sem
nanoparticulas e sem antioxidantes, as colonias bacterianas
foram claramente observadas, a placa controle contendo o
NAC ndo apresentou inibigdo do crescimento. Contudo,
a placa contendo o AA mostrou uma pequena redugdo no
nimero de coldnias. A placa com nanoparticulas de prata
sem antioxidantes mostrou que a inibi¢do das colonias foi
completa. Nas placas com nanoparticulas de prata com o
NAC, as colonias de bactérias estavam presentes ainda que
em menor numero e as placas com AA e nanoparticulas
revelaram que o antioxidante foi capaz de proteger todas as
células bacterianas (100% de sobrevivéncia) da atividade da
prata. Esses resultados propdem que, provavelmente, essas
espécies reativas de oxigénio (ROS) estejam envolvidas
na atividade bactericida de nanoparticulas de prata e que
o AA impediu essa atividade, por isso, todas as células
bacterianas resistiram!'S.

Metodologia

Caracterizagdo do carvao ativo por determinagdo do
nimero de iodo

A amostra de carvao ativado sem prata foi pulverizada,
acrescida de solucdo de acido cloridrico 5% e solugdo
de iodo 0,100N e pelo método ASTM D4607-9417
determinou-se o numero de iodo.

IMPREGNACAO DA PRATA NO CARVAO

As amostras foram preparadas adicionando as massas de
carvao ativado, solucdo preparada com nitrato de prata da
Vetec (pureza 99,8%). A impregnagdo de prata na estrutura
do carvao ativado foi obtida por meio de agitagdo até a
evaporagao do liquido, conforme o método de Mitsumori,
Takeda e Miyasaco'®. As concentra¢des das amostras foram
escolhidas com base na concentracdo de prata usada nos
filtros comerciais que ¢ de 0,08%. Foram preparadas,
portanto, amostras com concentragdes menores € maiores
em torno deste valor.

Para caracterizagdo morfologica e identificagdo dos
elementos quimicos na amostra de carvdo sem metal, foi
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utilizada a técnica de microscopia eletronica de varredura
(MEV), com microanalises de raios-X. A amostra foi
recoberta com filme de carbono condutor (grafite),
colocadas em suporte de aluminio e analisadas no MEV
Jeol JISM-6610, equipado com EDS, Thermo Scientific NSS
Spectral Imaging. A analise foi realizada no Laboratorio
Multiusuario de Microscopia de Alta Resolucdo na
Universidade Federal de Goias.

ENSAIO DE CRESCIMENTO DO BIOFILME

Uma cepa de P aeruginosa ATCC (American Type
Culture Collection) 9027, do Laboratorio de Microbiologia
da Universidade Estadual de Goias foi inoculada em
meio sélido (Agar cetrimida) e incubada a 37 °C por 24h.
Coldnias de P. aeruginosa foram transferidas para 10mL
de agua peptonada e ajustou-se a turvacao a escala 0.5
McFarland (1,5 x 108 UFC (Unidade de Formacao de
Colonias) /mL). Foi utilizado o método de diluigdo seriada
até a 105 diluigdo ¢ a solucdo foi incubada a 37°C por 16-
18h em estufa de cultura modelo 002 CB da FANEM.

DESENVOLVIMENTO DOS FILTROS

Em camara de fluxo laminar, foram montados sistemas
de filtros de carvao, ativados segundo a ABNT NBR
15176/04'> com modificagdes. Em seringas de 60 mL foram
adicionados 5 gramas de carvao ativado (sem e com prata
impregnada), autoclavados a 120°C por 20 minutos. Pelos
leitos filtrantes, passaram 50mL da agua de prova contendo a
bactéria Pseudomonas aeruginosa e os filtros foram levados
a estufa a 37°C por 5 dias. Apds o periodo de incubacao,
a massa do carvao ativado foi retirada e transferida para
solugdo fisiologica. A solug@o foi colocada em ultrassom
de 25 Hz da MaxiClean 1450 para desprendimento das
colonias, realizando em seguida dilui¢des seriadas para o
método de contagem de placa (UFC/mL).

Resultados e Discussao

Caracterizacdo do carvdo ativo por determinacdo do
numero de iodo

O numero de iodo ¢ um indicador de porosidade
relativa do carvao ativado, e ndo necessariamente mostra a
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capacidade do carvao ativado em adsorver outras espécies.
O niimero de iodo pode ser usado como uma aproximacao da
area de superficie para alguns tipos de carvdes. Entretanto,
qualquer relacdo entre a area de superficie e o nimero de
iodo ndo pode ser generalizada, pois ela varia conforme
as alteragdes do material, matéria-prima, condigdes de
processamento e distribuigdo dos poros.

O carvao ativado da casca de dendé (Elaeis guineensis)
mostrou uma grande area superficial, com numero de iodo de
1456 mg.g', sendo que Sebastiany'® encontrou valores proximos
para o mesmo tipo de carvao ativado com numero de iodo igual
a 1420 mg.g'. Loureiro® também determinou o niimero de
iodo de quatro amostras de carvao ativado de casca de coco, o
nimero de iodo das amostras variaram entre 654,51 a 465,53
mg.g', sendo que o limite minimo de uso para aplicagdes em
filtros é de 600 mg.g' segundo a ABNT NBR 12073:199121.

Microscopia eletronica de varredura (MEV) acoplada ao
espectrometro de energia dispersiva (EDS)

A fim de se obterem informacdes sobre a morfologia e
identificagdo de elementos quimicos presentes no carvao,
suas caracteristicas microestruturais foram analisadas
por MEV acoplada ao EDS, revelando uma composi¢io
quimica elementar aproximada.

A Figura 1 representa as imagens obtidas através da
microscopia eletronica de varredura do carvao ativado de
casca de coco de dendé (Elaeis guineensis), com imagens
retroespalhadas que permitem analisar a composigao.

De acordo com a Figura 1, sugere-se que a estrutura
carbonacea apresenta buracos na superficie deste material.
As variagdes de tons demonstram composigao diferente de
elementos quimicos. A diferenga de composicao ¢ devido
a diferenca de niumero atomico (Z). Os pontos mais claros
indicam elementos com Z maiores.

Ainda para esta imagem, fez-se também a analise por
EDS (Figura 2), em que se pode verificar uma quantifica¢ao
elementar pontual média que relata a existéncia de alguns
elementos presentes na amostra analisada.

Com base na Figura 2, pode-se afirmar que a amostra
de carvao ativado € constituida basicamente por carbono,
oxigénio, silicato e minerais.

Jan / Jun de 2019



500um  — BEC 10kv  WDImm  SS71
CA 0% CA 0%

BEC 10kV  WD10mm SS47 x37

Figura 1. Imagem obtida do carvao ativado de casca de coco de dendé
(Elaeis guineensis) pelo MEV em um aumento de x37 e x800.
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Figura 2. Espectro da analise da energia dispersiva (EDS) da amostra de
carvao ativado de casca de coco de dendé (Elaeis guineensis).

QUANTIFICACAO DE METAIS IMPREGNADOS
DO CARVAO ATIVADO

O objetivo da impregnagao era obter amostras de carvao
ativado com prata nas concentragdes de 0,025%, 0,1% ¢
0,25%. Para avaliar o processo de impregnagao e quantificar
o metal, foram preparados padrdes e construiu-se uma curva
de calibragdo (Figura 3). Os resultados das porcentagens de
prata teorica e experimental estdo na Tabela 1.

A faixa para a curva foi escolhida com base na janela
de concentracdo das amostras que variaram de 0,025% a
0,25%, o que equivale a uma variagdo de 25 a 250mg/L.
A partir das dilui¢cdes utilizadas, a curva de calibracdo
construida apresentou coeficiente de correlagao de 0,99916.

Os resultados mostraram que as porcentagens de
prata impregnadas nas amostras apresentaram algumas
poucas variagdes em relacdo as concentragdes tedricas
e coeficiente de correlagdo préximo de 1. O valor
mais distante da concentracdo tedrica ¢ da amostra
de 0,0295% que pode ser devido a analise de uma
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amostra com impregnacdo de prata ndo homogénea na
superficie do carvdo ativado. Entretanto, os resultados
foram satisfatorios, mostrando concentragdes reais de
prata nas amostras.

S

2,0

Regressao linear
Y =1,00327x + 0,01575
R =0,99916

Leitura

o

s

0,0

T T T T
05 1,0 15 2,0 25
Concentracéo (mg/L)

Figura 3. Curva de calibragao para quantificacdo de prata impregnada nas
amostras de carvao.

Tabela 1. Porcentagem de prata teorica, experimental e desvio padrio.

0,

% de Ag tedrica Ex:;s:n[:rgn tal Desvio padrao (o)
0,025 0,0295 0,0010
0,100 0,0845 0,0014
0,250 0,2214 0,0014

ENSAIOS DE CRESCIMENTO DE BIOFILME

Foram construidos dois filtros para cada amostra de
carvao. Para melhor andlise dos resultados da contagem das
UFC da P. aeruginosa nas amostras, foi construida a Tabela
2 e o Grafico 1.

Tabela 2. Resultado da contagem de UFC/mL das amostras de carvdes
ativados sem prata (CA 0% m/m) e impregnados com prata (% m/m).

Amostra (% de Ag) UFC/mL

0 >3,0x107

0,0295 >1,5x106
0,0845 6,8x105
02214 1,9x105
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O numero de coldnias na solugdo da agua de prova
usada na filtragdo, foi determinada e apresentou contagem
de 2,0x108 UFC/mL, que quando comparada a contagem
de 3,0x107 no filtro com carvao ativado sem prata ja mostra
uma diminui¢do de 1 Log. Ao se analisar os resultados das
amostras de carvao quando se compara os valores dos
carvoes sem prata ¢ com prata, ha uma diferenca de 1 log
para o carvao 0,0295% e de 2 log para as demais amostras.

Sebastiany!® avaliou o efeito antimicrobiano do
carvao ativado da casca de coco de dendé impregnado
com 0,0280% e 0,0662% (m/m) de prata, frente & mesma
bactéria, e verificou contagem de 1,6x104 UFC/mL para a
menor concentragdo do metal e 2,8x105 UFC/mL para a
maior, sugerindo que o tempo de filtragdo teve implicagdo
fundamental na contagem das coldnias, ja que no filtro
contendo a maior concentragdo do metal, apresentou maior
tempo de filtragdo e consequentemente quantidade de
colonias superior. Entretanto alude-se que os resultados nao
apresentaram diferencas significativas e uma concentragido
de prata 6tima para trabalho.

2,2E8 [H Védia
T Média + desvio padrio

2E8
1,8E8
1,6E8
1,4E8
1,2E8

1E8

UFC/mL

8E7

BE7

4E7

2E7

0

-2E7
Solucgo CA0% CAD,0295% CA0,0845% CA02214%

Grifico 1. Resultados da contagem das UFC/mL da 4agua de prova e dos
filtros com carvdes ativados sem e com prata impregnada.

Conforme andlise do Grafico 1, verifica-se que as
colonias da bactéria P. aeruginosa diminuiram com o
aumento da concentragdo de prata. Essa observacdo esta
em acordo com o estudo de Kora e Arunachalam'® com
nanoparticulas de prata, onde é evidenciado que a atividade
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bactericida das nanoparticulas do metal dependem tanto
da sua concentracdo quanto do numero de bactérias
iniciais. A prata impregnada mostrou potencial atividade
bactericiostatica devido ao resultado linear nas amostras
com diferentes concentragdes, conservando o mesmo log
e inibindo o desenvolvimento da P. aeruginosa reforcando
que o uso da prata tem um papel fundamental em filtros
domésticos.

Ribeiro? preparou carvdes ativados impregnados
com ions prata em diferentes concentracdes e por
métodos variados, realizando posteriormente testes para
avaliar a a¢do antimicrobiana frente aos microrganismos
Staphylococcus aureus e Escherichia coli pelo método de
difusdo direta. Os resultados confirmaram que a prata ¢ um
importante agente antibacteriano, indicando versatilidade
para outras cepas que ndo a P. aeruginosa.

Conclusao

O carvao ativado da casca de coco de dendé (Elaeis
guineensis) apresentou uma porosidade alta, considerando
o resultado da analise de nimero de iodo, mostrando grande
area superficial e presenca de minerais soluveis. Sugere-se
que a prata impregnada no carvao ativado se encontra na
forma metalica, mostrando atividade bacteriostatica, ao
diminuir o numero de colénias de >3,0x107 para 1,9x105
UFC/mL da bactéria Pseudomonas aeruginosa, detendo
seu crescimento e dificultando a sua proliferacao.
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