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RESUMO

A umectacao de carvoes ativados pulverizados € relativamente recente na industria de
carvao e veio com o objetivo de diminuir a dispersao deste material, porém este processo
trouxe inconvenientes como um ambiente propicio a proliferacdao microbiana, que pode levar
a contaminacOes dos processos industriais e a perda da capacidade adsorptiva dos carvées
quando estocados por longos periodos. Pensando-se nisso, o trabalho tem por objetivo estudar
como carvoes ativados fisicamente e quimicamente, de base seca e umectada, sdo afetados
pelo tempo de estocagem e pelo crescimento microbiano. Foram utilizadas nove amostras,
sendo trés de base seca com os nomes de (AQA) Ativado Quimicamente Acido, (AFA)
Ativado Fisicamente e Acido, (AFB) Ativado Fisicamente e Basico, e suas respectivas formas
umectadas (AFAU, AFAU-d, AFBU, AFBU-d, AQAU e AQAU-d), onde U significa
umectado e -d significa umectacdo com 4agua deionizada. Para acompanhamento
microbiol6gico, utilizou-se plaqueamento em superficie com contagem de mesofilas aerébias
obtidas por suspencdo e extraidas por sonicacdo, além de analises de bolores e leveduras para
carvoes AQA umectados. Para andlises de caracterizacdo dos carvdes, foram feitas titulacGes
de Boehm, espectroscopia do infravermelho e analise elementar, para acompanhamento das
propriedade fisico-quimicas foram realizadas analises de umidade, ponto de carga zero (pHz),
zeta potencial, atividade de agua (Aa) e indice de iodo. Carvdes ativados fisicamente
apresentaram maiores contagens de UFC, com a quantidade de coldnias variando entre 10*-
10" UFC/g, enquanto os ativados quimicamente as contagens variaram entre 10°>-10° UFC/g.
Para os carvoes de base seca AQA, AFA e AFB, o indice de umidade limite para o
aparecimento das colonias foram 27%, 17,5% e 18,3%, respectivamente. Devido ao maior
grau de hidrofilicidade, carvoes ativados quimicamente apresentaram valores de atividade de
agua (Aa) menores em relacdo aos ativados fisicamente, e a auséncia de eletrélitos levou a
maiores valores de Aa para carvoes umectados com agua deionizada quando comparado com
agua tratada. As andlises de indice de iodo mostraram uma diminuicao da superficie de
adsorcdo disponivel causada pelos micro-organismos, principalmente para carvoes ativados
quimicamente, que perderam 85 mg/g de indice de iodo e apresentaram micro-organismos
com morfologia fungica e de natureza filamentosa, sendo possivel observar estruturas como
as hifas e os micélios em microscépio. O estudo demonstrou que hd perda de capacidade
adsorptiva ocasionada pela proliferacdo de micro-organismos, tanto para amostras secas como

umectadas.



Palavras Chave: Atividade de 4gua. Carvéo ativado. Indice de iodo. Micro-organismos.

ABSTRACT
The wetting of pulverized activated carbons is relatively recent in the coal industry and came

with the objective of reducing the dispersion of this material, however this process brought
inconveniences such as an environment conducive to microbial proliferation, this growth can
lead to contamination of the industrial processes and the loss of the adsorpitive capacity when
stored for long time periods. Taking this in consideration, this study aims studying how
physically and chemically activated carbon, of dry and wetted base, are affected by the time
of storage and by the microbial growth. Nine samples were used in the study, being three of
dry base with the acronym of (AQA) Ativado quimicamente éacido, (AFA) Ativado
fisicamente acido, (AFB) Ativado fisicamente e basico, and its respective ummected forms
(AFAU, AFAU-d, AFBU, AFBU-d, AQAU e AQAU-d), U standing for Ummected and -d
standing for wetting with deionezed water. For microbial monitoring, it was used surface
plating with aerobic mesophyll count obtained by suspention and extracted by sonication,
besides molds and yeast analysis for AQA umected carbons. For characterization analyses of
the carbons were applied Boehm's titrations, infrared spectroscopy and elementary analysis,
for monitoring of the physicochemical properties were applied moisture analysis, zero charge
point (pHz), potential zeta, water activity (aw) and iodine index. Physically activated carbons
presented higher counts of colonies than chemically activated carbons, and for the wet
samples AQA e AFB, the wetting with deionizes water led to a lower microbial activity.
Physically activated carbons had higher CFU counts, with the number of colonies ranging
from 10%-10” CFU/g, while chemically activated carbons had counts ranging from 10°-10°
CFU/g. For AQA, AFA and AFB dry-based coals, the limit moisture content for the
appearance of colonies was 27%, 17.5% and 18.3%, respectively. Due to the higher degree of
hydrophilicity, chemically activated carbons presented lower water activity (Aa) values than
physically activated carbons, and the absence of electrolytes led to higher Aa values for
carbons wetted with deionized water when compared to treated water. The iodine index
analyzes showed a decrease in the available adsorption surface caused by microorganisms,
mainly for chemically activated carbons, which lost 85 mg/g of iodine index and presented
microorganisms with fungal morphology and filamentous nature, being possible to observe

structures such as hyphae and mycelia in microscope. The study showed that there is a loss of



adsorptive capacity caused by the proliferation of microorganisms, both for dry and wet

samples.

Key Words: Activated Carbon, Iodine index, Microorganisms, Water activity.

“Eram degraus para mim. Servi-me deles para subir —

é por isso que me foi necessdrio passar sobre eles.



Porém se figuravam que eu ia me servir deles para repousar...”

FEriedrich Nietzsche
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1. INTRODUCAO

Carvoes ativados sdao comumente conhecidos devido a sua capacidade de sorcao,
podendo ser utilizado na remocdao de uma ampla variedade de espécies que se encontram em
fase liquida ou gasosa (MAILLER et al., 2016). O que hoje é conhecido por carvao ativado é
uma forma melhorada do carvao conhecido milenarmente e derivado da queima de materiais
carbonaceos, que tem uso datado de aproximadamente 3750 a.C, sendo utilizado na redugao
de Cobre (Cu) e outros metais utilizados na producao do bronze (BUBANALE;
SHIVASHANKAR, 2017). Ja o uso deste para a purificacdao da agua é datado de pelo menos
400 a.C., utilizado por hindus e fenicios para prevencao contra doencas e remogdo de gosto e
odor da agua (MILLER, 1981).

O que confere qualidade ao carvao ativado e o diferencia do carvao usual é a presenca
de elevada microporosidade, proporcionando area superficial interna e capacidade adsorptiva
unica (WONG et al., 2018). Para adquirir este alto grau de porosidade, o material necessita
passar por um processo de ativacdo, podendo ser este fisico ou quimico. O processo de
ativacao fisico ocorre entre 700-900° C por fluxos de gases como N, ou CO, em atmosfera
inerte (SELVARAJU; BAKAR, 2017). Ja o processo de ativagao quimica, pode ser realizado
com reagentes oxidantes como HNO; e H,O, (MORENO-CASTILLA et al., 1995).

A analise do indice de iodo é uma técnica rotineira na industria para estimar o grau de
ativacao do carvao ativado, embora o método seja imperfeito por nada dizer a respeito do
volume e tamanho dos poros, continua sendo uma boa estimativa para a area superficial dos
carvoes apo6s suas ativagdes. Na indtstria nacional, sdo trés os principais tipos de carvoes. O
carvao ativado fisicamente costuma ser utilizado em estacdes de tratamento, tanto em sua
forma pulverizada como granulada. J& carvdes ativados fisicamente e com pH corrigido com
acido fosforico costumam ser utilizados na industria alimenticia, principalmente na inddstria
de sucos e xaropes. Enquanto os carvOes ativados quimicamente ndo sdo produzidos
nacionalmente, sendo importados da China. Este tipo de carvdo possui uma menor
granulometria, pH acido (2,0-2,5) e elevado indice de iodo, geralmente superior a 1000 mg/g,
sendo utilizado para melhorar a qualidade do carvao nacional que, dependendo do tipo de
forno, produtor e matéria prima, pode ficar abaixo do indice ideal para a comercializagao.

A umectacdo de carvOes ativados é recente na inddstria de carvao, sua fungdo é anti-
dispersiva a fim de evitar a disseminacdo de material particulado em ambientes que
necessitam elevado grau de limpeza. Este processo acaba afetando a estabilidade do material

por tornd-lo suscetivel ao desenvolvimento de micro-organismos. A umidade elevada,
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juntamente com resquicios de substancias hiimicas geradas pela ativacio (FERRO-GARCIA
et al., 1998) fornecem um ambiente propicio a vida microbiana, que tem como fatores de
crescimento a quantidade de matéria organica assimilavel e a atividade de agua (Aa) da
amostra, responsavel por estimar a propensdo ao crescimento microbiano (BERTOTTO,
2019).

Micro-organismos encontram um ambiente favoravel em carvoes devido aos multiplos
sitios de adsorcdo e ao acumulo de matéria organica adsorvida, principalmente quando o uso
deste se da em estacdes de tratamento com utilizacdo de carvdes granulados (STEWART;
WOLFE; MEANS, 1990). A maior parte da literatura envolvendo carvdes ativados e micro-
organismos estd focada neste tipo de carvdao, enquanto a possivel influéncia de micro-
organismos em carvoes industriais pulverizados de base umectada permaneceu uma area
pouco estudada. O fato das atuais normas que regulam a compra e venda deste material ndo
especificarem parametros microbiolégicos aceitaveis para sua comercializacdo pode ter sido
um motivo que afastou pesquisas nessa area, outro fator é que o carvao predominantemente
vendido esta na forma de base seca, o qual costuma apresentar umidade insuficiente para
abrigar crescimento microbiano, sendo especificamente carvoes umectados os mais afetados
por este problema.

Atualmente, carvoes ativados nao possuem prazo de validade regulamentado, isso se
deve a sua caracteristica de material pouco reativo. Normas da ABNT recomendam sua venda
com indices de iodo superiores a 600 mg de I,/g e umidade maxima de 8% (ABNT, 1991c),
embora possam ser vendidos com indices de iodo menores dependendo da necessidade do
comprador. Os principais problemas associados com o crescimento microbiano em carvoes
ativados industriais estdao relacionados a diminuicdo do indice de iodo durante o tempo de
estocagem do material e a dessorcdo de micro-organismos para 0s processos ao qual é
utilizado. Por estas razoes, se propdem testar a hipotese de como o crescimento microbiano
pode levar a diminui¢do da capacidade adsorptiva de carvoes ativados pulverizados, sendo o
objetivo deste estudo determinar o impacto do crescimento microbiano nas propriedades

fisico-quimicas do carvao durante seu tempo de estocagem.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

® Analisar comparativamente carvdes de base seca e umectada, relacionando

parametros que demonstrem a variacdo da capacidade adsortiva destes

materiais com o tempo.

2.2 Especificos

¢ Avaliar o desenvolvimento microbiano na superficie das amostras de carvao

ativado

® Analisar comparativamente as contagens de UFC por diferentes métodos de
extragao.

® Verificar a influéncia da 4gua deionizada e dgua tratada na quantidade de
colonias das amostras.

® Analisar a atividade de dgua em carvdes com diferentes propriedades fisico-
quimicas.

® Analisar a morfologia dos microrganismos por microscopio 6tico.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Carvoes ativados

Carvoes ativados sao considerados uma forma ndo grafitica do carbono, pois sofreram
algum tipo de processamento para aumentar sua porosidade. A estrutura do carbono
conhecido como grafite é caracterizada por camadas de carbono hexagonais hibridizadas em
sp?, onde cada atomo de carbono esté ligado a outros trés, sendo estas camadas separadas por
uma distancia de 3,35 A e atraidas por forcas de Van der Waals (THOMSON; GUBBINS,
2000). Ja em carvdes ativados as camadas grafiticas de carbono estdao organizadas em planos
de cinco a quinze camadas, sendo estas partes chamadas de “microcrystalline”. Os
“microcrystalline” sdo as partes do material que possuem cristalinidade, embora a orientagao
destas estruturas seja randomizada, diferindo da estrutura ordenada do carbono grafite. Estas
partes cristalinas dentro do material amorfo costumam ser interligadas por carbonos
tetraédricos sp®> (SNOEYINK; WEBER, 1967).

A desordem na estrutura cristalina do carvao grafite é devida ao método de ativacao
utilizado, conferindo ao material elevada porosidade interna e extensa area superficial, que
geralmente varia entre (500 — 1500 m?%/g) (HEIDARINEJAD et al., 2020). Essa extensa area
superficial o torna um material adsorvente tanto para espécies gasosas como em liquidas,
sendo utilizado principalmente para o tratamento da agua, visando a remoc¢ao de poluentes
organicos, inorganicos e biolégicos (MOHAMMAD-KHAH; ANSARI, 2009).

Carvoes ativados podem ser preparados por uma série de matérias primas e processos
de ativacdo diferentes, tornando possivel uma variedade de materiais que podem ser utilizados
para diversos fins. Dentre os materiais carbonaceos utilizados em sua producdo, encontram-se
pinus, eucalipto, babagu, dendé, caroco de péssego, bambu, magaranduba, bracatinga, além de
outros (DE LIMA et al., 2014). O preparo de ativacao dos carvoes pode ocorrer por via fisica
ou quimica. O processo por via fisica envolve duas etapas, uma primeira de carbonizacdo para
reduzir a quantidade de volateis e criar um material com alto teor de carbono, e uma segunda
de ativacdo térmica, geralmente com temperatura superior ao processo de carbonizagdo e com
utilizacdo de gases oxidantes, como agua e dioxido de carbono (BOUCHELTA et al., 2008).
A segunda etapa da ativacdo tem por objetivo conferir ao carvao area superficial e volume de

poros, que estao intimamente ligados as caracteristicas fisicas e quimicas que o material
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desenvolverd. As desvantagens deste método envolvem altas temperaturas e tempos
considerados longos, sendo o material percursor, gradiente de temperatura, tempo de
carbonizagdo e tamanho da particula os principais fatores que regem o processo (GAO et al.,
2020).

Na ativacdo quimica a carbonizacdo e ativagdo ocorre em uma etapa. Este método é
também chamado de “método imido”, porque ocorre em fase aquosa. O material percursor é
misturado com um agente oxidante e levado a altas temperaturas, porém menores que as
utilizadas para o processo de ativagdo fisica (HEIDARINEJAD et al., 2020). Os reagentes
oxidantes comuns utilizados para a ativagdo quimica costumam ser hidréxido de potassio
(KOH), cloreto de zinco (ZnCl,) e acido fosforico (HsPO4) (GAO et al., 2020). Esté ativacado
costuma ser mais vantajosa por criar maior porosidade, além de exigir uma unica etapa e
temperaturas mais brandas, embora possua como desvantagem uma maior producdo de
residuos quimicos (BUBANALE; SHIVASHANKAR, 2017).

O método de ativacdo é determinante para as caracteristicas fisicas do carvao — area
superficial e porosidade — assim como para as caracteristicas quimicas dos grupos de
superficie (BOEHM, 1994). Além da presenca de grupamentos quimicos de superficie, a
quantidade de matéria inorganica também é considerada uma caracteristica quimica do
material, que depende da composicdo da matéria prima utilizada na preparagao do material
(JULIEN; BAUDU; MAZET, 1998). No processo de ativacdo, a estrutura microporosa é
profundamente afetada pela natureza e quantidade de matéria inorganica, que também pode
levar a interagdes com a superficie do carvdo, com o adsorbato e outros constituintes da
solucdo por meio da formacdo de complexos, reacdes de precipitacdo e oxirreducao
(BOEHM, 1966). A porosidade dos carvoes ativados pode ser dividida em trés categorias
segundo a ITUPAC: microporos, mesoporos e macroporos. Microporos possuem diametros
menores que 2 nm, mesoporos possuem diametro entre 2 e 50 nm e macroporos diametros
maiores que 50 nm (SALEH; GUPTA, 2014).

A quimica de superficie dos carvoes ativados depende de suas caracteristicas acidas e
basicas. O comportamento acido dos carvoes em solugcdes é ocasionado por grupamentos
organicos oxigenados como acidos carboxilicos, lactonas e fendis. Ja fungdes pironas,
cromenos e carbonilas sdao responsaveis pelo carater basico (Figura 1) (BOEHM, 1966). O
carater basico costuma ser associado a sitios basicos de Lewis localizados nas regides ricas
em elétrons m que fazem parte dos planos basais dos “microcrystallites” que ficam afastados

das bordas dos planos (BOEHM, 1994). Enquanto as funcionalidades acidas estao ligadas as
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bordas dos planos de grafite, os grupos basicos estdo dispostos na superficie interna dos

planos de grafite (LOPEZ-RAMON et al., 1999).

8]
HO 0 & \\\I| o OH
" - R R R R
R R R R R :
R R R R &
(a) (b) (c)
O
R (o] R R (@) R
R R
| |
R R R R
R R g & R o
R R
(d) (e) (f)

Figura 1 - Grupos superficiais acidos e basicos dos carvdes ativados: (a) Grupo carboxilico; (b) Grupo
lactonico; (c) Grupo fenolico; (d) Grupo carbonilico; (g) Grupo cromeno; (f) Grupo pirona.
(BOEHM, 1966).

A criacdo da estrutura microporosa ocasiona uma maior quantidade de grupos
oxigenados superficiais externos do que internos, levando a diferentes conceitos para o ponto
isoelétrico (P.I) e o ponto de carga zero (pHz) (MENENDEZ et al., 1995). Nos carvdes o
ponto isoelétrico (P.I) diz respeito a carga contida na superficie externa do carvao, detectada
por andlises de eletroforese, em que a particula carregada se move através de um campo
elétrico aplicado em suspensdes de carvao com valores de pH que vao do 2 ao 12
(VASCONCELOS et al, 2017). Devido as maiores concentracoes de grupamentos
carboxilicos na superficie externa, esta costuma ser mais acida que a superficie interna,
considerada mais basica e hidrofobica (SOLAR et al., 1990). Ja o ponto de carga zero (pHz),
envolve a transferéncia de ions H" e OH" entre o carvao e o seio da solucdo, envolvendo os
sitios da superficie interna e externa do carvao, e podendo ser encontrado pela medida do pH
de uma suspensdo com carvao em excesso (REYMOND; KOLENDA, 1999).

Estes diferentes sitios de adsor¢do dependem da natureza do adsorbato e do pH da
solucdo. Quando o pH da solucdo é menor que o P.I e o pHz, tanto a superficie interna como
externa estardo positivamente carregadas. Quando o pH da solucao for maior que o P.I e o

pHz, ambas as superficies interna e externa ficardo carregadas negativamente. E quando o pH
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for intermedidrio entre os dois, a superficie do carvao adquirird carga negativa na superficie
externa e carga positiva na interna (SOLAR et al., 1990).

3.2 Crescimento microbiano em carvoes ativados

A associagdo entre micro-organismos e carvoes ativados na literatura pode ser dividida
em duas areas: uma relacionada a estudos que adsorvem intencionalmente micro-organismos
em carvoes granulados e observam alteracOes das suas caracteristicas fisico-quimicas, como
alteracOes na adsorcdo de poluentes e cations metalicos, e outra relacionada a avaliacdo do
impacto do crescimento microbiano em colunas de leito fixo utilizados em estacdes de
tratamento. Ambos os estudos sdao conduzidos com carvoes ativados granulados.

Nos estudos de adsor¢do de micro-organismos em carvao ativado, Rivera-Utrilla et al.
(2001), demonstraram como a superficie destes é modificada com a adsorcao de Escherichia
coli (E. coli). Neste estudo, uma quantidade conhecida de UFC (Unidades Formadoras de
Colonias) foi colocada em contato com amostras de carvao ativado granulado e a quantidade
remanescente foi determinada a fim de saber qual das amostras adsorveu maior quantidade de
col6nias. A adsorcao de E.coli levou a diminuicdo da area superficial, porosidade e ponto de
carga zero (pHz) das amostras. Carvoes com menores quantidades de oxigénio, ou seja, mais
hidrofébicos, apresentaram maiores quantidades de colonias adsorvidas. Ja carvdes que
tiveram sua matéria inorganica removida por tratamento acido, praticamente ndo tiveram
col6nias adsorvidas em sua superficie, mostrando que a quantidade de 6xidos inorganicos tem
uma importante funcdo na adsorcdo das colonias, que podem realizar uma ligacdo de
hidrogénio entre os polissacarideos da parede celular e os 6xidos inorganicos do carvao. O
estudo também indicou maiores adsor¢oes de colonias quando o experimento foi realizado na
presenca de eletrélitos como Fe*', Ca®>* e Mg, isso se deve a menor repulsdo eletrostatica
ocasionada pelos eletrélitos, conforme predito pela teoria DLVO (Derjaguin, Landau,
Verwey, Overbreek). A adsor¢do de micro-organismos na superficie das amostras também
levou a maiores adsor¢des de Pb**, o aumento da densidade de carga na superficie da particula
levou a maiores quantidades adsorvidas de espécies cationicas.

O fenémeno de bio-adsorcao, que ocorre quando um organismo vivo é o responsavel
pela adsorcao, também foi estudado por Rivera-Utrilla et al. (2003), e a adsor¢ao de E. coli
levou a maiores adsor¢des de Pb** e Cd*, mostrando que o aumento da densidade de carga na
superficie do carvao por grupos da parede celular bacteriana, leva a maiores adsorcées destas

espécies. Ja Bautista-Toledo et al. (2008) observaram uma maior quantidade de dodecilsulfato
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de sodio adsorvido em carvoes contendo bactérias, porém, neste caso, o fen6meno se deve a
maior hidrofobicidade ocasionada no carvao devido a presenca das bactérias.

A relacdo entre microrganismo e carvOes ativados utilizados em leito fixo para
tratamento da dgua comecou a ser investigada na década de 80 devido a presenca de particulas
de carvao que passavam pelo filtro de barreira nas estacdes de tratamento e carregavam
micro-organismos adsorvidos em sua superficie até o consumidor final. Antes disso, em 1962,
particulas de carvao ativado pulverizado ja vinham sendo encontradas na etapa final de
tratamento da agua, ainda que em poucas particulas por litro de agua (LECHEVALLIER;
MCFETERS, 1990).

Outros materiais como areia e antracito também sdo utilizados em estacOes de
tratamento e podem conter micro-organismos em suas superficies, aparecendo na agua final
tratada, a diferenca é que as particulas de GAC (Granular Activated Carbon) sdo populadas
por micro-organismos resistentes ao tratamento com cloro quando comparado com 0s outros
materiais, isso acabou se tornando uma preocupacao na década de 80 (LECHEVALLIER et
al., 1984). Devido a isto, estacdes que utilizam GAC em seus processos o fazem em uma
etapa final, ap6s a maior parte da matéria organica e impurezas terem sido removidas por
etapas de coagulacdo e filtracdo, assim como filtros de areia. Isso prolonga a vida ttil do
filtro, evitando a lavagem recorrente, utilizado para remocdo do material particulado e do
biofilme microbiano formado ao longo do tempo (GIBERT et al., 2013).

E conhecido desde a década de 80 que carvdes ativados granulados podem suportar
crescimento microbiano, inclusive dentro dos seus macroporos. O crescimento interno se da
somente em poros com diametros maiores que 500 nm, que correspondem a aproximadamente
0,008% da éarea superficial disponivel ao carvdo granulado (KNEZEV, 2015) (WEBER;
PIRBAZARI; MELSON, 1978). A vida microbiana encontra um ambiente propicio para seu
desenvolvimento no carvao devido as propriedades adsorptivas que enriquecem com
nutrientes e oxigénio o meio, ja a caracteristica porosa fornece protecdo contra as forcas de
cisalhamento ocorridas na passagem da agua pelo filtro. (STEWART; WOLFE; MEANS,
1990).

A comunidade de micro-organismos encontrados nos carvoes granulados utilizados
em estacdes de tratamento costuma ser encontrada na forma de biofilme. O biofilme pode ser
caracterizado como camadas de células procariontes ou eucariontes adsorvidas a superficie de
um substrato e envolvidas por uma matriz organica polimérica, formada principalmente por
exopolissacarideos (BRANDA et al., 2005). Esta matriz excretada pelos micro-organismos

comeca com a adesdo de um pequeno numero de células a superficie, que utilizam apéndices
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como as fimbrias da parede celular para uma primeira adesao por meio de uma interagcao mais
fraca com a superficie. Conforme a matriz exopolimérica vai sendo excretada e os micro-
organismos vao se multiplicando, aumenta-se a forca da adesdo entre eles e a superficie,
diminuindo-se a distancia entre o biofilme e a superficie levando, geralmente a uma adsorcao
irreversivel (COSTERTON, 1999).

A formacao do biofilme (Figura 2) confere vantagens como a protecao de antibioticos
e desinfetantes, além da habilidade para sobreviver em meios com baixas quantidades de
nutrientes além, é claro, da propria adsorcao da superficie. Cerca de 99% das populacdes de
bactérias sdo encontradas na forma de biofilme, que dependendo das espécies envolvidas pode
conter 10-25% de células e entre 75-90% de matriz exopolimérica (GARRETT; BHAKOO;
ZHANG, 2008). Em estacOes de tratamento de agua com colunas de carvao ativado granulado
em leito fixo sdo comuns a formacdo de biofilme, que forma uma espécie de “lama” nas
paredes dos poros e pode ser observada por microscopia eletronica de varredura (WEBER;
PIRBAZARI; MELSON, 1978). A partir dos 60 dias apds a utilizagdo de uma coluna com
carvao virgem, ja é possivel a observacdo bem estabelecida do biofilme microbiano. Esse

biofilme ocupa principalmente os poros que sao ligeiramente maiores que as moléculas que

estdo sendo adsorvidas (ZHANG et al., 2013).
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Figura 2 - Formacdo do biofilme microbiano.
Fonte: Adaptado de biorender.com
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Fonte: Adaptado em biorender com

Devido ao crescimento microbiano em carvoes ativados granulados utilizados em
estacOes de tratamento, ambos os fendmenos de adsorcio como os de biodegradacdo sao
encontrados nestes sistemas. Apds determinado tempo de operacao, estes filtros passam a ser
chamados de BAC (Biological Activated Carbon), devido aos processos de biodegradacao da
matéria organica efetuados pelos micro-organismos desenvolvidos naquele meio
(SONTHEIMER; HEILKER; JEKEL, 1978). As fontes de captacdo de agua possuem uma
quantidade de matéria organica natural dissolvida, provenientes da decomposicao de plantas e

animais dos ambientes (WEBER et al., 2018). Essas moléculas envolvem espécies como
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acido carboxilicos, aminoacidos e proteinas de baixo peso molecular, assim como outras de
maior peso molecular como 4cidos humicos e filvicos, considerados polieletrélitos
macromoleculares (BJELOPAVLIC; NEWCOMBE; HAYES, 1999). E importante que todo
resquicio de matéria organica seja adsorvido ou biodegradado no filtro de carvao ativado, isso
ird diminuir a proliferacdo de micro-organismos na agua tratada, a tornando biologicamente
estavel. A remocdo da matéria organica também garante que nao havera a formacdo de
trihalometanos na etapa posterior de cloracdo da agua, que ocorre quando ha compostos
htimicos residuais. Trihalometanos sdo conhecidos por serem carcinogénicos, e sua formagao
é evitada removendo-se por completo a matéria organica da agua tratada (LECHEVALLIER,;
MCFETERS, 1990).

A degradacdo de matéria organica pelos micro-organismos crescidos neste meio adia a
saturacao dos sitios de adsorcdao contidos no carvao, de maneira que na auséncia microbiana
os sitios ficariam saturados mais rapidamente pela matéria organica (LECHEVALLIER;
MCFETERS, 1990). O tempo estendido entre as regeneracdes dos filtros pode ser atribuido a
oxidacao e utilizacao dos compostos adsorvidos pelos micro-organismos, resultando em uma
regeneracao parcial da superficie do carvao e com isso aumentando sua vida ttil (WILCOX et
al., 1983). Isto faz com que mais sitios de adsorcdao fiquem disponiveis para remover
poluentes como cloretos alifaticos, compostos benzénicos e fenélicos clorados. A utilizagcdo
da matéria organica pelos micro-organismos otimiza a remocdo destes compostos pelas
colunas de carvdo ativado. (RITTMANN, 1985). Os compostos que costumam ser
biodegradaveis pela atividade microbiana incluem grupos como aminodcidos, gorduras e
acidos aromaticos, além de carboidratos e algumas substancias humicas(YAPSAKLI et al.,
2009).

O crescimento microbiano nestes carvoes tem a desvantagem de necessitarem de
tempos em tempos, uma lavagem para remover o excesso de biofilme, assim como a
formacao do biofilme leva ao desprendimento de coldnias para a dgua tratada (GIBERT et al.,
2013), por isso a etapa posterior de cloracdo tem por objetivo eliminar possiveis micro-
organismos que tenham se desprendido do filtro. Alguns géneros de bactérias como
Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter, Aeromonas e outras foram encontradas em colunas
de carvdo ativado granulado, contudo estes géneros costumam variar conforme a fonte do
efluente, assim como devido as diferentes metodologias de contagem e de identificacdo de
colonias diferentes entre si (STEWART; WOLFE; MEANS, 1990).

A vida util dos filtros de carvao pode ser estendida fazendo um pré-tratamento com

ozonio antes do tratamento com carvao ativado (NUPEN; CARSTENS, 1985). A oxidacao da
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matéria organica pelo ozonio quebra cadeias longas e de baixa assimilacdo pelos micro-
organismos, as transformando em cadeias menores e polares por meio da adicdo de grupos
hidrofilicos como hidroxilas, carbonilas e carboxilas que agora podem ser utilizadas como
substrato para o crescimento microbiano (YAPSAKLI et al., 2009). Isso leva a uma maior
facilidade para os micro-organismos decompor a matéria organica, preservando os sitios de
adsorcdo do carvao para uma maior remocao de micro poluentes como herbicidas, farmacos e
metais inorganicos, que obtiveram melhor remocdo em filtros onde houve pré tratamentos
com ozonio (WILCOX et al., 1983). Uma dosagem de 2 mg de Oz por mg de matéria organica
dissolvida aumentou a densidade de carga em 30% da matéria organica natural em
comparacdo com uma Aagua sem pré-ozonificacdo, indicando a criacdo de grupos mais
carregados como carboxilas e hidroxilas por meio da quebra de cadeias insaturadas mais
longas, formando com isso uma matéria organica mais facilmente assimilavel para os micro-
organismos (YAPSAKLI et al., 2009).

Para recuperar o carvao ativado apds a saturacao dos seus poros, geralmente sao
utilizadas técnicas de regeneracao térmica, na qual o carvao é aquecido a altas temperaturas
até haver dessorcao das substancias adsorvidas durante o periodo de tempo em que ficou
operando. Esse processo além de custoso faz com que o carvdo perda 10% de sua area
superficial, sendo necessario compensar parte desta perda com carvao virgem e novo

(HUTCHINSON; ROBINSON, 1990).

3.3 Anadlise fisico-quimica da adsorcao de micro-organismos a superficies dos

carvoes

As teorias fisico-quimicas que melhores descrevem as interacdes entre micro-
organismos e carvao ativado sdo uma andlise termodindmica da energia de superficie de
Gibbs e teoria DLVO. A analise termodinamica é considerada de curto alcance e assume um
contato intimo entre as superficies, sendo o grau de aderéncia dependente da tensdo interfacial
e da energia livre de superficie entre as fases, que estdo em equilibrio a uma distancia
considerada nula e num equilibrio dito reversivel, que nao considera as interagcoes
eletrostaticas (BOS; VAN DER MEI; BUSSCHER, 1999). Alternativamente a essa
abordagem, a teoria DLVO trata da interacao entre superficies baseadas nas interacdes de Van
der Waals e de Coulomb, que estdo em fungdo da distancia entre as superficies, assumindo

interacoes de longo alcance (HERMANSSON, 1999).
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A primeira abordagem dos fendmenos fisico-quimicos que envolvem a adesao
microbiana é regida por fenomenos de interface em que a energia livre de Gibbs do sistema é

obtida através da Equacdo (1) (VAN LOOSDRECHT et al., 1989):

A an G = Gpso - G- Gyo (D)

Em que b, s e I significam respectivamente bactéria, solido e liquido e G a energia
de adesdo de Gibbs entre as fases. Quando a variacdo de energia de Gibbs é negativa a adesao
é termodinamicamente favorecida. Para temperatura e pressdo constantes na interface do
fendmeno, a equacdo pode ser rearranjada para ficar somente em funcdo das tensdes
superficiais das fases envolvidas, tendo como requisito o contato direto entre as superficies. A
unidade para expressar a tensdo superficial é o joule por metro quadrado (J.m™?), sendo a
tensdo superficial definida como uma forca que se opdem ao aumento de superficie
(CASTELLAN, 1986) Assim a Equacao (1) fica em funcao das tensdes interfaciais, mudando
para a Equacao (2) (VAN LOOSDRECHT; NORDE; ZEHNDER, 1990):

Do G =Yg - Vo - Vo (2)

Uma ultima alteracdo é possivel por meio da equacdo de Young, inserindo o
angulo de contato entre a bactéria e a superficie sélida, fazendo com que a equacdo fique em

funcdo de parametros mais facilmente mensuraveis, segundo a Equacao (3):

YSV = YSb + va COSQ (3)

Uma elevada tensao interfacial entre as superficies do carvao e da bactéria (Figura 3)
resultara em angulos de contato maiores que 90°, significando que as forcas de coesdo entre
as moléculas das proprias fases envolvidas sdao maiores que as forcas de adesdo na interface
do fenémeno (CASTELLAN, 1986). Isso se reflete no “ndo molhamento” da superficie,
significando uma baixa interagdo entre micro-organismo e superficie. Porém, quando a tensao
interfacial entre o carvao e o ar for maior que a tensdo interfacial entre a bactéria e o carvao,
ocorrerd o espalhamento do micro-organismo na superficie do carvao, aumentando a adesao

entre ambos (Figura 3).
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Figura 3 - Energia superficial de Gibbs - Angulo de contato.

Contudo, essa pode ser uma previsdao dificil de fazer, pois dependera da tensdo
superficial de cada micro-organismo ou do conjunto deles na forma de biofilme. A adesdo é
termodinamicamente favoravel quando ha baixas tensdes interfaciais entre os micro-
organismos e o substrato (ABSOLOM et al., 1983).

A extensdo da forca que mantém a interface micro-organismo/carvao ativado pode ser
relacionada com o trabalho de adesdo (W ,.) para separar as duas superficies, onde W,
significa trabalho de adesdo, b significa bactéria, ¢ carvao ativado e a ar, o trabalho de adesao

pode ser calculado segundo a Equacdo (4) (CASTELLAN, 1986)

W 1= y"(1+cos0) (4)
Para uma situagcdo em que 6=0° o cosseno sera igual a 1, entdo o trabalho de adesdo
sera duas vezes a tensdo interfacial entre a bactéria e o ar, resultando no total espalhamento da
bactéria sobre a superficie e num maior trabalho requerido para separar as fases. Entdo, para o

maximo espalhamento, tem-se a equacao (5):

WAbf: 2Yba (5)

Por outro lado, hipoteticamente, quando as interacdes entre o micro-organismo e a
superficie sdo minimas e resultam num angulo 6=180°, o cosseno sera igual a -1, entdo ndo ha
adesdo entre o micro-organismo e a superficie, e o trabalho para remover o micro-organismo

da superficie é nulo, sendo inexistente o contato interfacial entre eles, neste caso:
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Wa=0 (6)

Os fenomenos de adesdao dependem da constituicdo da parede celular da bactéria,
fungo e constituicdo polimérica do biofilme dos micro-organismos, e também das
propriedades de superficie e da fase liquida (ABSOLOM et al., 1983).

Para separacdes entre a particula e a superficie maiores que 1 nm outra abordagem é
utilizada para tratar das interagdes fisico-quimicas, que diferentemente da primeira agora
levam em consideracdo as interagoes eletrostaticas (VAN LOOSDRECHT et al., 1989). Na
teoria DLVO a energia de Gibbs resultante envolve uma contribuicdo das intera¢cdes de Van
der Waals e da magnitude das interacdes eletrostaticas, conforme a Equacdo (7) (VAN

LOOSDRECHT; NORDE; ZEHNDER, 1990).

Gl = g™ + G9! 7)

Interacdes de Lifshitz Van der Waals ocorrem quando duas moléculas atraem uma a
outra devido a criacdo de um dipolo momentaneo em uma que se torna o responsavel pela
inducdo de um dipolo instantaneo na outra (CASTELLAN, 1986). Nas interacoes de
Coulomb, chamadas de eletrostaticas, uma repulsao ocorre quando as particulas possuem
cargas iguais e atracdo quando possuem cargas opostas, sendo a energia proporcional a
distancia de separacdo entre as particulas (ATKINS, 2009). A inclusdo da interacdao de
Coulomb exige levar em conta o zeta potencial entre as particulas. Termodinamicamente, as
adsorcoes em superficies hidrofébicas sao mais favoraveis devido a reducao da energia livre
entre o micro-organismo e a superficie envolvida (DAHLBACK et al., 1981).

A teoria DLVO faz distingdo entre dois tipos de adsor¢dao com forcas distintas, a
fisiossorcdo, com interacdes mais fracas e ditas reversiveis, e as de quimiossor¢cdo, com
interacOes mais fortes e irreversiveis. Para ocorrer a irreversibilidade da adsor¢do é preciso
passar a barreira energética entre o segundo e o primeiro minimo de energia, responsavel por
separar os dois tipos de adsorcdo (VAN LOOSDRECHT et al., 1989). Na fisiossor¢do pode
haver repulsdes eletrostaticas entre as particulas, diminuindo a atracdo entre elas e
enfraquecendo a interacdo. J& a quimiossorcdo ocorre quando ambas as superficies sdo
hidrofébicas ou ha atracdo eletrostatica entre as particulas. Para separacGes menores,
interacOes especificas como ligacdes de hidrogénio e interacdes com ions podem ocorrer,
levando a adsorcdes irreversiveis (HERMANSSON, 1999).

Para manter a eletroneutralidade coloidal, uma vez que nesta teoria de adsorcao

microbiana os micro-organismos sdo tratados “grosseiramente” como particulas coloidais
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inertes, a carga da particula/micro-organismo é balanceada por uma contra carga distribuida
ao redor da particula. O sistema de carga e contra carga ¢ chamado de dupla camada elétrica.
Como resultado desse fenomeno, as forcas de repulsdo eletrostatica ficam menores do que
aquelas previstas pela lei de Coulomb. A interacao eletrostatica é governada pela extensao da
dupla camada elétrica, e um aumento da forga idnica do meio tende a aproximar as particulas
diminuindo a repulsdo entre espécies de mesma carga (SKOOG, 2015). Essa dupla camada
ao redor da particula se comprime e diminui com o aumento da forca idnica do meio,
amenizando a repulsdo eletrostatica entre as particulas a dada distancia, repulsdao esperada no
caso da adsorcao microbiana, uma vez que a maioria dos micro-organismos e superficies do
meio natural possuem carga negativa (VAN LOOSDRECHT et al., 1990).

Em meios de baixa forca idnica, a carga do micro-organismo e da superficie sdo os
fatores de maior importancia para a adsor¢dao dos micro-organismos (STENSTROM, 1989).
Para superficies hidrofilicas ha uma tendéncia de aumento do potencial eletrostatico, devido
aos grupos acidos carboxilicos e fenéis ionizados, que podem diminuir a extensao da adsorcao
microbiana. Essa repulsdo eletrostatica pode ser diminuida com um aumento na concentracao
de eletrélitos, comprimindo a dupla camada elétrica e aproximando as particulas (VAN
LOOSDRECHT et al., 1987). Essa aproximagdo aumenta a interacdo das forcas de Van der
Waals, aumentando a extensdo da adsor¢ao com que 0S micro-organismos aderem a
superficie.

Os apéndices encontrados na parede celular microbiana como pili, flagelos e fimbria
possuem propriedades fisico-quimicas que influenciam no fenémeno de adsor¢do. Devido ao
seu menor raio, acredita-se que estes apéndices sejam responsaveis por diminuir a distancia
entre o micro-organismo e a superficie do substrato, diminuindo a repulsdo eletrostatica entre
ambos (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008). As correspondentes teorias sobre o exato
mecanismo no qual bactérias aderem a superficie solidas envolve uma complexidade de
fatores. Principalmente devido a heterogeneidade da superficie bacteriana e da complexa
estrutura dos apéndices contidos na mesma, resultando numa grande variedade de
possibilidades quando ha a aproximacdo destas superficies (BUSSCHER; WEERKAMP,
1987).

A adsorcdo dos micro-organismos no carvao ativado ocorre em sitios ao longo da
superficie microbiana por meio de partes hidrofébicas ligadas aos sitios lipofilicos do carvao e
partes hidrofilicas como 6xidos inorganicos e grupos funcionais de superficie que interagem
com os componentes da matriz exopolimérica celular (KNEZEV, 2015). A capacidade dos

micro-organismos utilizarem esta matriz constituinte do biofilme para melhor adsorver a
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superficies é caracteristica dos multiplos sitios de adsorcdo contidos na parte celular
microbiana, que levam frequentemente a uma adsorcao irreversivel (GARRETT; BHAKOO;
ZHANG, 2008). Para ocorrer este tipo de adsorcao, é necessario um periodo de tempo para
que as células consigam produzir o biofilme aderente, tempo que ira depender das forcas de
cisalhamento aplicadas no meio em que estdo as colonias. A formacdo inicial do biofilme
pode ser dificultada, como no caso de estagcdes de tratamento, que possuem um fluxo de dgua
constante. Portanto, o inicio da formacao do biofilme dependera da rugosidade da superficie,
da hidrofobicidade e da carga da superficie s6lida (VAN LOOSDRECHT et al., 1989).

As principais correlagdes dos fatores que afetam a adsor¢do de micro-organismos em
superficies sdo: uma correlacao negativa entre a adsorcao e superficies carregadas, espera-se
maior repulsdo eletrostatica em carvoes acidos, pois possuem maior quantidade de grupos
funcionais como acidos carboxilicos e fenois em sua superficie; uma correlacdo positiva entre
a adsorcdo dos micro-organismos e a concentracao de eletr6litos contidos na agua utilizada
para umectar os carvoes; e alta correlacdo positiva entre superficies de cargas opostas devido
a forte atracdo eletrostatica, responsavel por uma adsorcdo dita irreversivel (DAHLBACK et

al., 1981) (RIVERA-UTRILLA et al., 2001).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparo das Amostras

Todas as amostras utilizadas no projeto sao de origem vegetal e foram cedidas pela
empresa Alpha Carbo Industrial Ltda. Foram utilizadas amostras de trés tipos de carvao,
sendo trés de base seca e seis de base umida, totalizando nove amostras com 0s respectivos

nomes:

AQA - Ativado Quimicamente Acido
AQAU - Ativado Quimicamente Acido Umectado
AQAU-d - Ativado Quimicamente Acido Umectado deionizado
AFB — Ativado Fisicamente Basico
AFBU - Ativado Fisicamente Basico Umectado
AFBU-d — Ativado Fisicamente Basico Umectado deionizado
AFA - Ativado Fisicamente Acido
AFAU - Ativado Fisicamente Acido Umectado
AFAU-d — Ativado Fisicamente Acido Umectado deionizado

As amostras AFBU-d, AFAU, AFAU-d e AQAU-d foram umectadas manualmente,
enquanto o restante foi produzido e umectado diretamente pelo processo de producdo da
empresa. Para umectar as amostras manualmente, utilizou-se potes previamente esterilizados
com alcool 70% (Figura 4), hipoclorito e luz UV germicida, as amostras foram misturadas
com colheres autoclavadas. Para alcancar a umidade pretendida, as amostras eram levadas
para uma balanca termogravimétrica, e carvdo ou agua foram adicionados conforme a
necessidade. Apdés o preparo as amostras foram acondicionadas em sacos plasticos

previamente autoclavados.



Figura 4 - Potes e colheres esterilizados e utilizados para o preparo das amostras.
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As caracteristicas das amostras selecionadas para o estudo estdo representadas na

Tabela 1.
Tabela 1 - Caracteristicas das amostras do projeto
Matéria . Tipo de Indlce. d.e Umidade Cinzas
Amostras . Origem .~ Iodo Inicial
Prima Ativacao (%) (%)
(mg/g)
AFB Pinus/ Vegetal ~ Fisica 588,59 13,87
Casquinha
AFBU Pinus/ Vegetal  Fisica 610,25 40,95 22,75
Casquinha
AFBU-d  Pius/ Vegetal  Fisica 508,12 42,34
Casquinha
AFA Pinus/ = osetal  Fisica 659,00 12,05
Babacu
AFAU Pinus/ Vegetal  Fisica 674,27 40,79 23,10
Babacu
AFAU-d  inus/ Vegetal  Fisica 660,98 41,50
Babacu
AQA China Vegetal Quimica 982,80 20,20
AQAU China Vegetal Quimica 966,38 62,93 7,65
AQAU-d China Vegetal Quimica 968,50 64,39

Os sacos autoclavaveis que contém as amostras foram protegidos com papel filme a

fim de retardar a perda de umidade, que seria muito rapida devido a constante necessidade de
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abrir as embalagens para retirar as amostras para as analises. Apds o preparo e embalo das

amostras elas foram acondicionadas em uma caixa armazenadora preta e fechada (Figura 5).

Figura 5 - Amostras acondicionadas em caixa armazenadora

4.2 Teor de Cinzas:

Esta analise foi feita segundo a norma (ASTM D 2866-94). Dois gramas de amostra
foram previamente secos em estufa na noite anterior e colocados em forno mufla a uma
temperatura de 750° C por 12 horas. Apés o cadinho resfriar até a temperatura ambiente o

contetido de cinzas foi pesado e expresso como porcentagem em relacdo a massa inicial da

amostra por meio da Equacao (8):

(P2—P1]
— %
m

%C= 100 (8)
Onde:

C = % de cinzas

P1 = Massa do cadinho vazio em gramas

P2 = Peso final do cadinho com a amostra calcinada

m = massa do material seco
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4.3 Analise Elementar

A composicdo elementar das amostras foi realizada por EDS (Energy-Dispersive X-
ray Spectroscopy) em um equipamento Hitachi High Tech TM 3000 acoplado a um EDS Swif
ED 3000 em 15 keV.

4.4 Analise de FT-IR
Os grupos de superficie das amostras de carvdo foram identificados por espectroscopia do
infravermelho por método ATR-FTIR (Attenuated Total Reflection Fourier Transform Infrared) em

um instrumento (PerkinElmer FT-IR Frontier) na faixa de 4000 — 650 cm™ com uma resolugéo de 4

cm™.

4.5 Grupos Funcionais: Titulacao de Boehm

Para a quantificacdo dos grupos funcionais dos carvoes foi empregada a titulacdo de
Boehm (SCHONHERR et al., 2018), em que as amostras foram previamente secas em estufa
a 110° C por 15h. Aliquotas de 1,5g de carvado ativado foram adicionadas a 50 mL de
solugdes alcalinas com concentra¢do de 0,05 mol.L™ de trés bases diferentes: NaOH, Na,COs,
NaHCO:s. As solugoes contendo carvao foram agitadas em um Shacker (150 rpm) a 25 °C por
24 h, filtradas e aliquotas de 10 mL foram posteriormente misturadas com 20 mL de HCI 0,05
mol.LL" para as bases NaOH e NaHCOs e 30 mL para a base Na,COj3 as amostras passaram
por um fluxo de N; por dez min para retirada de CO, (SCHONHERR et al., 2018) e tituladas
por titulagdo reversa com NaOH 0,05 mol.LL”". Os mesmos procedimentos foram repetidos
para a titulacdo do branco analitico.

Para as titulacdes dos grupos basicos, aliquotas de 1,5g de carvao foram adicionadas a
50 mL de solugdo de HCI 0,05 mol.L"", deixadas 24 horas em uma mesa agitadora, retirada
aliquotas de 10 mL e entdo tituladas com NaOH. As analises realizadas foram realizadas em

triplicata e resultados expressos em mEq/g de carvao por meio da Equacao (9):

(Vb—Vam)Vt.Nb
mYV

a’ al

mEq/g=
)

Onde:

N, = concentra¢do da solugdo de NaOH, Eq.L™"

Va = volume da aliquota do filtrado, mL

V.= volume total, mL

Vam = volume da solucdo de NaOH gastos na titulagdo da amostra, mL
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V;, = volume da solugdo de NaOH gastos na titulacdo do branco, mL

4.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
A morfologia das amostras foi realizada utilizando um equipamento Hitachi High

Tech TM 3000 em 15 keV. Amostras foram secas previamente em dessecador por 24 h.

4.7 Umidade

Medidas de umidade das amostras foram realizadas por andlise termogravimétrica, os
valores foram obtidos através da diferenca do peso da amostra de carvao antes e apos secagem
em uma temperatura de 160 °C, com uma margem de erro de 0,01 %. As anélises foram

realizadas semanalmente em um equipamento da marca (Bel).

4.8 Atividade de Agua (Aa)

A atividade de agua (Aa) representa o estado de energia da agua em um sistema, uma
qualidade interna que ndo depende da quantidade de amostra, expressando a tendéncia do
crescimento microbiano por meio da (Aa) do substrato. A disponibilidade de agua para o
crescimento microbiano dependera da interacao da agua com a matriz do material e quanto
maior o valor de Aa maior a disponibilidade de agua no meio (BERTOTTO, 2019).

A atividade de agua foi medida utilizando aparelho medidor de atividade de agua
(Aqualab 4Te) por medida direta de aproximadamente 1 g de cada amostra a 25 °C. Todas as
analises foram realizadas em triplicata. A atividade de agua pode ser caracterizada como a
pressao parcial de vapor da agua na amostra, podendo ser derivada da Equacdao (10) da

termodinamica (BERTOTTO, 2019).

Aw=

2|

_) (10)

Onde:
P = pressdo parcial de vapor de 4gua na amostra
Py = pressdo de vapor da agua

4.9 Analises Microbiologicas
Para as andlises microbiolégicas foi utilizado a técnica de diluicdo seriada com

plaqueamento em superficie, sendo realizadas andlises de mesoéfilas aerébias viaveis e
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contagem de bolores e leveduras. Aproximadamente 0,5 g de amostra foram transportadas
para tubo de centrifuga tipo Falcon (15 mL) com posterior transferéncia de 5 mL de uma
solucdo salina tampao de fosfato pH 7,1 — 7,3 (Composicao: 8,0 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 g
Na,HPOy; 0,24 g KH,PO, em 1,0 L de agua ultrapura). Os micro-organismos foram obtidos
através da suspensdo, por 1 h, das amostras em solucdo tampao e inoculados em Plate Count
Agar (Merck). Também foi utilizado como método 40 segundos de sonicacdo (Speencer 50W,
70Hz) em banho ultrassonico a 4° C para a extracdo dos micro-organismos, com posterior
inoculacdo em agar PCA e agar Sabouraud (Merck). Todo o material foi previamente
autoclavado e todas as analises foram realizadas em triplicata. As placas contendo agar PCA
foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 35° C por 48 h e as placas com agar Sabouraud
foram incubadas a 25 °C por 5 dias. Para a contagem foram consideradas as placas contendo
entre 25 e 250 Unidades Formadoras de Colonias (UFC) quando utilizado agar PCA e entre
10 e 100 UFC quando utilizado agar Sabouraud. Os resultados foram expressos em (UFC/g)
através da Equacao (11).

Resultados UFC' s/ g=n°de colénias/ fator de diluigdo x 1/volume inoculado (11)

4.10 Ponto de carga zero (pHz) — pH da solucao

O ponto de carga zero (pHz) é um parametro que indica a propensao de uma superficie
se tornar positiva ou negativa em determinado pH. Abaixo do pHz a superficie terd carga
positiva e acima terd carga negativa. Quando um excesso de sélido (W.,) é adicionado a
solucdo, o pH do meio pode ser tomado como o ponto de carga zero (pHz) (ZALAC;
KALLAY, 1992) segundo a Equacdo (12). As analises foram feitas segundo a norma da
American Standard Test Method - ASTM D 3838-80):. Para analise do ponto de carga zero
ferveu-se 5,0 gramas de amostra em 100 mL de dgua por 5 min. Em seguida, a solucdo foi

filtrada, resfriada e medido o pH com o auxilio de um pHmetro Tecnal — TEC-05.

W_=pHz (12)

4.11 Ponto de carga zero (pHz) — pH Drift Method
Nesta metodologia, 100 mg de amostra foram adicionados a 25 mL de uma solugdo
KClI (0,1 mol.L'"), variando-se o pH de 2 a 11 em tubos Falcon de 50 mL. Os tubos ficaram 24

h em uma mesa de agitacao (Tecnal TE — 420), sendo filtrados e medidos o pH da solugao.
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Um grafico foi plotado com os valores de ApH (pH final — pH inicial) em funcdo do pH
inicial, sendo o valor de pHz o ponto em que o grafico corta o eixo y. (LOPEZ-RAMON et
al., 1999)

4.12 Zeta Potencial (Carga da Particula)

Aproximadamente 10 mg das amostras foram suspensas em 10 mL de uma solugdo
KCl1 0,1 mol.L ™. Anélises foram feitas a 25 °C, em triplicata e com 20 medidas por andlise,
sendo realizadas em um equipamento (ZetaSizer Nano ZS90). Tratamento estatistico

realizado pelo software Origin Math Software 2022.

4.13 indice de Iodo (ASTM D 4607-94)

Andlise feita segundo a norma (ASTM D 4607-94). Uma massa de carvao foi pesada
conforme seu indice de iodo e transferida a um Erlenmeyer de 250 mL, ap6s foi adicionado
10 mL de acido cloridrico 5% (v/v). O Erlenmeyer é levado a chapa de aquecimento até a
ebulicdo por 30 s, resfriado a temperatura ambiente e entdo adicionado 50 mL de uma solugdo
de iodo 0,1 N. O Erlenmeyer foi tampado e agitado vigorosamente por 30 s, os primeiros 5
mL foram descartados e 25 mL do filtrado foram transferidos para outro Erlenmeyer e
titulado com uma solucdao de tiossulfato de sodio 0,1 N até a obtencdo de uma coloracao
amarelada, entdo adicionou-se 2 mL de solucdo indicadora de amido 0,5 % (m/v) e continuou-
se a titulacdo até o desaparecimento da cor azul. Tratamento estatistico realizado pelo

software Origin Math Software 2022.

4.14 Dessorcao dos Micro-organismos
Aproximadamente 10 g de amostras AQA, AQAU e AQAU-d foram levadas a banho
ultrassonico por 10 min a 25 °C em um sonicador (SolidSteel 100W, 70Hz). Apo6s o banho
foram realizadas analises microbiologicas e de indice de iodo das amostras pos sonicacao.
Andlise estatistica feita com as analises pré e pos sonicacdo foram feitas com o software

Origin Math Software 2022.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao das amostras e analises de umidade

Na Tabela 2 estdao representados os dados de analise elementar por EDS das amostras
em estudos, dados em (% m/m), porém somente para as amostras de base seca, visto que as
umectadas possuem a mesma composicdo quimica. A presenca de fésforo nas amostras
AQA'’s estd provavelmente relacionada ao processo de ativacdo quimica com éacido fosforico

(HsPO,). Elementos como Silicio (Si), aluminio (Al) e sédio (Na) também foram encontrados.

Tabela 2 - Andlise de EDS em % de massa

C o) Na Al Si P Ca Mg K
AQA 7993 1598 081 1,63 035 1,29 - - -
AFB 79,84 14,35 - - 3,07 - 074 051 1,48
AFA 89,04 9,23 - - - 1,12 - - 0,50

A amostra AFB apresentou porcentagem (% m/m) de silicio que a amostra AQA, além
da presenca de calcio (Ca), magnésio (Mg) e potassio (K), sendo comuns a matéria vegetal
carbonacea (LIMA, 2013). A amostra AFA mostrou teores de fésforo (P) devido a correcao
do pH com acido fosférico, porém ndo apresentou teores de Ca e Mg.

Os resultados das analises da titulacio de Boehm estdo representados na Tabela 3. E
possivel notar uma auséncia de grupos basicos e predominancia majoritaria de grupos acidos
para as amostras do tipo AQA, caracterizados pela presenca de grupamentos acidos
carboxilicos e lactOnicos, caracteristica esperada para carvOes ativados quimicamente
(STRELKO; MALIK; STREAT, 2002). Ja para as amostras ativadas fisicamente, os grupos
basicos sdo comparativamente menores nos carvoes AFA’s em relacdo aos AFB’s. O
tratamento de correcdo de pH com 4cido fosférico acaba por neutralizar parte dos grupos
basicos. Quanto aos grupos acidos destas amostras também €é possivel identifica-los, porém

em menor quantidade.
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Tabela 3 - Grupos funcionais nos carvoes obtidos pelo método de Boehm

Grupos Grupos Acidos (mEq/g)
Amostras Basicos A oni 51
(mEq/g) c’. . Lactonicos Fendlicos
Carboxilicos
AQA 0 0,355 0,390 0
AQAU 0 0,312 0,470 0
AQAU-d 0 0,332 0,555 0
AFA 0,242 0,074 0,048 0,028
AFAU 0,197 0,008 0,011 0,118
AFAU-d 0,129 0,028 0,089 0,022
AFB 0,938 0 0,027 0,006
AFBU 0,919 0 0,030 0,018
AFBU-d 1,016 0 0 0,070

Fonte: Autor.

Os grupos funcionais, encontrados em mEq/g, dependem também do material
adicionado ao carvdo, que influenciam na titulacio dos grupamentos quimicos (BOEHM,
1966). Como os carvoes do tipo AQA e AFA possuem é&cido fosférico adicionados em suas
composicoes, no primeiro com o intuito de ativacao e no segundo para a correcao do pH, isso
leva a maiores incertezas nos valores de mEq/g encontrados.

Observou-se que basicamente os mesmos grupos foram determinados comparando-se
a FTIR e a Titulacdo de Boehm. Os resultados das analises de FTIR sdao mostrados na Figura
6. Bandas entre 650 - 1000 cm™ correspondem as ligagdes C-C fora do plano e a ligagdo C-H
dos anéis aromaticos. Na faixa de 1000-1800 cm™, se encontram as bandas referentes a
ligacdes COOH dos acidos carboxilicos, duplas como as C=C conjugadas do esqueleto

carbonico, ligacdes C-O-C e C=0 das carbonilas (CHIANG; HUANG; CHIANG, 2002).
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Figura 6 - Espectro de FT-IR dos carvoes por método ATR (Attenuated Total Reflectance).

Acima de 3500 cm™ estdo as bandas de deformacdo axial dos grupos hidroxilas
(GOMEZ-SERRANO et al., 1996), que podem ser melhor vistas nas amostras AQA e AFA.

Na Figura 7 estdao apresentadas as imagens de microscopia eletronica de varredura
(MEV) para as amostras do estudo. Verifica-se a presenca de porosidade e algumas diferencas
nos aspectos da particula devido ao tipo de ativagdo e utilizacdo de matérias primas diferentes

na producao.
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Figura 7 - Microscopia Eletronica de Varredura para as amostras de carves ativados quimica e
fisicamente de base seca e imida (AQA, AQAU, AFA, AFAU, AFB E AFBU).

Para uma melhor observacdo do material biol6gico nos carvOes é necessario um
tratamento da amostra para a desidratacdo e fixacdo da estrutura bioldgica na superficie do
carvao, além de equipamentos com as ferramentas necessarias para este tipo de analise, que
tenha os meios de proteger com ouro a amostra e aumentar sua condutividade. (WEBER;

PIRBAZARI; MELSON, 1978).
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Na Figura 8 estdo apresentados os resultados da variacdo de umidade com o tempo
para as amostras AQA’s. A amostra deionizada AQAU-d apresentou menor variacao de
umidade quando comparada com a sua correlata AQAU. A amostra AQA ganhou umidade
com o tempo por estar alocada dentro de sacos que ficaram no mesmo compartimento das

amostras umectadas.

80
75__ . AQA
70_— o AQAU
j A AQAU-d
65—5AA
B0 OSSAAA
_EE ] O 0o AAAas,,
3255 OOOOOO AAAAA‘
< 50 - P g g A4 4 a
[0} o0
gl S e
S 45 o ©
o
g40—
35 +
1 |
507 .lll.. "agm EfaEgR R ow
25—_ .. l.
20 ®
15 1
10 : T T T T T : T ! T T T o T ! T : T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Dias
Figura 8 - Medidas do Indice de Umidade com relacio ao tempo de estocagem- Amostras AQA's.

Na Figura 9 estdo representados os resultados da variacao de umidade com o tempo
para as amostras AFA’s. As amostras umectadas AFAU e AFAU-d perderam umidade
praticamente na mesma propor¢ao, enquanto para a amostra AFA, houve o ganho de umidade,

pela mesma razao anterior.
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Na Figura 10 estdo apresentados os resultados da variagdo de umidade com o tempo

para as amostras AFB’s. A amostra AFBU-d passou a perder umidade mais lentamente a

partir de 40 dias de estocagem e isso mudou um pouco o perfil de sua curva. Ja para a amostra

AFB houve ganho de umidade, conforme ocorrido com todas as amostras de base seca.
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Figura 10 - Medidas do Indice de umidade com relagio ao tempo de estocagem— Amostras AFB’s.

Na Tabela 4 estdo descritos os valores iniciais, finais e o balanco de perda ou

ganho de umidade com o passar do tempo de estocagem para todas as amostras (170 dias). As

amostras de base seca ganharam umidade enquanto as umectadas perderam.
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Tabela 4 - indices de umidade das amostras de carvio ativado

Amostras Umidade (%) - Inicio Umidade (%) - Fim A Umidade (%)

AQA 20,20 30,15 +9,95
AQAU 62,93 45,23 -17,10
AQAU-d 64,39 49,50 -14,90
AFA 12,05 17,30 +5,25
AFAU 40,79 22,98 -17,81
AFAU-d 41,50 22,95 -18,55
AFB 13,87 18,70 +4,83
AFBU 40,95 23,37 -17,42
AFBU-d 42,34 24,61 -17,73

A maior variacdo de umidade, dentre as amostras de base seca, foi no carvao AQA,
no entanto, essa amostra ja possuia um valor de umidade considerado elevado para carvdes de
base seca, pois geralmente este tipo de carvao apresenta indice de umidade inferior a 15%.
Este carvao pode ter ganho mais umidade que os outros devido a maior quantidade de sitios
hidrofilicos em sua superficie, ocasionados pelos grupos funcionais acidos de sua superficie
(Tabela 3). (FISCHER et al., 2019) estudou a variacdao do indice de umidade com relagdo ao
tempo de estocagem do material, e encontrou um aumento de 7,28% para 10,49% para
carvoes do tipo AFA, de 7,92% para 8,72% para carvoes AFB e uma diminuicdo de 45,72%
para 42,84% para carvoes AFBU. Neste estudo as amostras estavam estocadas em embalagem
padrdao da inddstria, e suas variacdes de indice de iodo foram menores que aquelas

encontradas aqui.

5.2 Analises Microbioldgicas

5.2.1 Atividade de agua (Aa)
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Na Figura 11 estdo plotados os valores de porcentagem de umidade (%) em fungdo da
Atividade de agua (Aa) das amostras AQA’s. Como carvoes ativados quimicamente de base
umida necessitam uma maior quantidade de agua em suas umectacoes (Tabela 1, cap 3) para
evitar a dispersdao do material particulado, acabaram por conservar Aa proxima a um durante

grande parte do estudo, possuindo, portanto, alta disponibilidade de dgua para o crescimento

microbiano.
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Figura 11 - Medidas da Atividade de Agua (Aa) - Amostras AQA's.

A atividade de agua diminuiu mais rapidamente na amostra AQAU do que na sua
correlata AQAU-d, e isto ocorre devido a maior atracdio das moléculas de agua pelos
eletrdlitos contidos naturalmente na agua de umectagdo, tornando estas moléculas menos
disponiveis quando comparado com a amostra deionizada. A maior interacao da agua com o0s
ions em solucdo diminui a pressdao de vapor da agua na amostra (Eq. 10) levando, assim, a
uma diminuicdo de (Aa) mais rapida. A umectacdo com agua destilada conserva a atividade
de agua por um maior periodo e isso é uma desvantagem para a conservagao dos carvoes.

A amostra AQA apresentou aumento de Aa durante o estudo, isto ocorreu devido ao
aumento do seu indice de umidade, na linha tracejada, em vermelho, esta aproximadamente o
inicio do crescimento microbiano, ocorrido por volta de 65 dias, quando a umidade da
amostra estava em torno de 27 % e a atividade de agua (Aa) estava em 0,68, valor que ja

suporta crescimento microbiano de bolores e leveduras (TAPIA; ALZAMORA; CHIRIFE,
2020).
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Na Figura 12 estdo plotados os valores de porcentagem de umidade (%) em funcdo da
Aa para as amostras AFA’s. As amostras umectadas mostraram uma diferenca na intensidade
de queda da Aa no inicio do estudo, sendo a amostra AFAU mais sensivel a diminuicdo da Aa
com a perda de umidade e a amostra AFAU-d mais resistente. As moléculas de agua nestas
amostras também interagem com os ions fosfatos remanescentes do acido fosfoérico utilizado

para corrigir o pH do carvao, isso também colabora para que tenham menores valores de Aa.
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Figura 12 - Medidas da Atividade de Agua (Aa) - Amostras AFA's.

A amostra AFA ganhou Aa durante o estudo, assim como mostrou valores diferentes
deste parametro para indices de umidade muito proximos. Valores de Aa distintos para
mesmos valores de umidade pode significar uma alteracdo da configuracdo de agua na matriz
causada pelos micro-organismos, fazendo com que uma molécula de dgua passe a estar mais
disponivel. Considerou-se o indice de umidade de 17,5 % e o valor de Aa proximo a 0,75 para
o comeco do desenvolvimento microbiano nesta amostra, o maior valor foi utilizado devido a
morfologia bacteriana das col6nias vistas em microscopio, que necessita valores de Aa mais
altos para seu desenvolvimento. Este valor de Aa ainda é considerado baixo para o
crescimento de bactérias, quando geralmente este tipo de micro-organismos tém dificuldades

para crescer em uma Aa menor que 0,86 (TAPIA; ALZAMORA; CHIRIFE, 2020).

Na Figura 13 estdo plotados os valores de porcentagem de umidade (%) em fungdo da
Aa das amostras AFB’s. As amostras umectadas AFBU e AFBU-d foram as que mostraram

maior diferenca entre os valores de Aa. A superficie basica deste tipo de carvao, juntamente
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com uma umectacdao com agua livre de eletrdlitos, torna as moléculas de agua mais
disponiveis neste tipo de amostra, fazendo com que uma umidade de 23 % ocasione uma Aa
superior a 0,97 para a amostra AFBU-d. Para a amostra AFB, utilizou-se a Aa de 0,76 e o
indice de umidade igual a 18,3 % para indicar o inicio do crescimento microbiano, que

também apresentou diferentes valores de Aa para indices de umidade equivalentes.
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Figura 13 - Medidas da Atividade de Agua (Aa) - Amostras AFB's.

Na Figura 14 estdo plotados os valores de porcentagem de umidade (%) em funcao da
Aa para as amostras de base seca. Para uma mesma Aa, carvOes ativados fisicamente e
quimicamente apresentaram indices de umidade significativamente diferentes. Carvoes
ativados quimicamente levam a uma maior producdo de grupamentos hidrofilicos em sua
superficie, fazendo com que as moléculas de dgua tenham sitios mais fortes de adsorcao e
assim levando a valores de Aa menores. O contrario ocorre com carvoes ativados fisicamente,
que sdo mais hidrofébicos e por isso conservam suas moléculas de dgua mais fracamente

adsorvidas a superficie (STRELKO; MALIK; STREAT, 2002).
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Figura 14 - Medidas da Atividade de Agua (Aa) - Amostras de base seca comparadas.

O ganho de umidade pelas amostras de base seca ocasionado por estarem na mesma
caixa de estocagem que as de base umectada, acabou sendo proveitoso ao estudo por indicar
os valores de Aa e umidade que ddo inicio ao crescimento microbiano. Amostras do tipo
AQA devem ser mantidas em lugares a evitar indices de umidade maiores que 22 %, enquanto
amostras do tipo AFA e AFB devem ser mantidas em umidade menor que 15 %. As amostras
umectadas, mesmo seis meses ap6s o inicio das analises, ainda conservavam valores de Aa
alto suficientes para algum tipo de crescimento microbiano, apesar de que outros parametros
como a quantidade de matéria organica também devem ser levados em conta para estimar a

propensao ao desenvolvimento microbiano.

5.2.2 Método de extragao para 0s micro-organismos
Para uma melhor correlacdo entre o crescimento microbiano e a perda de qualidade
nos carvoes ativados foi importante adequar um método de extracdo que maximize a
contagem de colonias em placas de Petri. Devido a forte natureza da interacdao entre micro-
organismo e carvao, metodologias que envolvem sonicacdo e agitacdo vigorosa juntamente
com agentes complexantes e surfactantes sdo comumente relatados (VAN LOOSDRECHT;
NORDE; ZEHNDER, 1990). Devido a forca destas interacdes, nunca se espera a total

remogao dos micro-organismos, sendo dificil prever a real quantidade destes nas amostras.
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Na literatura, o método mais efetivo para dessorver micro-organismos sao 0s que usam
a agitacao em um “Warring Blender” a 16.000 rpm a 4° C por trés minutos, com uma mistura
de agentes complexantes e surfactantes, dentre eles peptona (0,01 %), EGTA (107),
Zwittergent 3-12 (10°°), Tris buffer (10, pH 7,0) (Camper et al., 1985). Devido ao alto custo
destes reagentes e equipamentos, preferiu-se testar para esse estudo métodos como agitacao,
vortex e sonicacdo, também comumente relatados (CAMPER et al., 1986; WILCOX et al.,
1983).

A sonicacdo utiliza a energia sonora sobre sistemas quimicos e ocorre por meio do
fendmeno chamado “cavitacdo”, em que ondas sonoras de alta frequéncia sdo responsaveis
por diferencas pontuais de pressao, formando minidsculas bolhas que colapsam violentamente
criando forcas de cisalhamento na interface da adsorcdo entre micro-organismo e superficie
(SUN et al., 2018). Uma vez dessorvidos, 0 mesmo fendmeno pode levar ao rompimento da
parede celular quando o colapso destas pequenas bolhas se da muito pré6ximo a parede celular
do micro-organismo (CAMPER et al., 1985). Uma maneira de tornar o método de sonicacao
menos agressivo aos micro-organismos € diminuir a viscosidade do meio por meio do
abaixamento de temperatura, realizando a extracao em uma temperatura menor (SUN et al.,
2018).

Os primeiros experimentos realizados envolveram uma adaptacao da metodologia
encontrada em (BURLINGAME; SUFFET; PIPES, 1986), em que foi utilizado 30 min como
tempo de sonicacdo, porém sem relato das especificacdes do equipamento. Testou-se
primeiramente tempos de 5,10 e 15 min de sonica¢do a temperatura ambiente em uma amostra
do tipo AFBU. Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados dos experimentos com
sonicac¢ao, ndo havendo contagens de UFC para as metodologias utilizadas .

Tabela 5 - Métodos Preliminares para Otimizagao da Extracdao dos Micro-Organismos -
Extracdo por sonicacdo — Amostra AFBU

- Sonicaca N
Sonicacao Sonicacao
(5 min) (10 min) (15 min)
(SIECBZ) <10 <10 <10

ApOs estes primeiros experimentos, decidiu-se utilizar os métodos de agitacao, vortex
e sonicacdo. Na Tabela 6, as terminologias > e < significam que a contagem excedeu as 250

colonias ou ndo passou das 25, respectivamente. Para estas analises foi utilizado uma amostra
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de carvao AFAU com duas semanas de fabricacdo, diferente das outras. Nao houve diferenca
estatistica para os experimentos utilizando 30 e 45s. O numero de ciclos de sonicacdao esta
indicado entre parénteses.

Tabela 6 - Métodos Preliminares para Otimizagdo da Extracao dos Micro-Organismos —
Vortex, Agitacdo e Sonicacao — Amostra AFAU

Sonicacdao Sonicacdo Sonicacao
Vortex  Agitacao 15s/15s 30s/15s 45s/15s
(2 min) (2 min) On/Off On/Off On/Off
(2x) (2x) (2x)

52x10° <500 46x10° 13x10* 25x10*

AFAU
(UFC/g)

ApoOs estes experimentos, procurou-se investigar melhor qual quantidade de ciclos
renderia maiores contagens de colonias. Os resultados da otimizacdao da quantidade de ciclos
estao apresentados na Tabela 7, que também foram comparados com diferentes tempos de
agitacao. Pode-se observar que um tnico ciclo de sonicacdo foi mais efetivo que dois como
vinha sendo utilizado. Para ciclos de trés e quatro vezes ndo se observou contagem de micro-
organismos. Partindo do principio de que o sonicacdao mata rapidamente o micro-organismo
em solugdo, é esperado que ciclos multiplos diminuam a contagem. Na literatura (SACCANI;
BERNASCONI; ANTONELLI, 2014) foram efetuados ciclos de sonicacdo com diferentes

tempos para a extracdo dos micro-organismos, porém o tipo de carvao esta na forma granular

Tabela 7 - Métodos Preliminares para Otimizagdo da Extracao dos Micro-Organismos —
Ciclos de sonicacao vs agitacao — Amostra AFAU.

Sonicacdao Sonicacdo Sonicacao Sonicacao

40s/15s 40s/15s 40s /15s 40s /15s  Agitacao

Agitacao
On/Off On/Off On/Off On/Off (10s) (405)
S
(1x) (2x) (3x) (4x)
AFAU
42x10° <10x10? <10 <10 >25x10* 5x10*
(UFC/g)

Ainda que um ciclo tenha se mostrado mais eficiente que ciclos continuos, 0 método
de agitacdo foi o que acarretou maior contagem de col6nias, mostrando novamente que um

tempo excessivo de agitacdao leva a uma menor contagem de micro-organismos em placa. A
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agitacdo por 10 s foi superior em uma ordem de grandeza quando comparado com um ciclo de
40 segundos. Com isso, passou-se a utilizar o tempo de 10 s de agitacdao e um ciclo unico de
40 s de sonicacdo para uma melhor comparacdo entre estas metodologias. Para a amostra
utilizada até aqui, um carvao tipo AFAU, o método de agitacdo se mostrou mais efetivo, entdao
estes métodos foram comparados para outros tipos de amostras, analisando a eficacia para
amostras do tipo AFBU — 20 dias ap6s data de fabricacdo - e AQAU — 12 dias ap6s data de
fabricacao.

Na Tabela 8 estao os resultados das comparacdes entre os métodos sonicacdo e
agitacao juntamente com a incubagdo para diferentes tempos. Testou-se pela primeira vez o
tempo de incubacdo de 48 h, visando maior numero de contagem de colonias em placas, visto
que a contagem estava baixa quando utilizado 24 h. A extracdo dos micro-organismos por
sonicagao apresentou maior contagens que o método por agitacdo para as amostras AQAU. Ja
para a amostra AFBU ndo foi possivel concluir qual foi o melhor método pois nenhum
apresentou contagem em placa.

Tabela 8 - Métodos Preliminares para Otimizagao da Extracao dos Micro-Organismos -
Comparagao entre Sonicacao e Agitacao para amostras AFB e AQA

Sonicacdo Agitacao Son;;:gao
40s (10s) (1 Agitacao (10s)
(1x) 24h 48h Incubacao
~ ~ 48h
24h Incubacao Incubacao ~
Incubacao
AFBU <10 <10 <10 <10
14+9 82+13
AQAU <10 <10 <10? <102

Como ndo foi possivel comparar os métodos para amostras do tipo AFBU, buscou-se
trabalhar com amostras mais antigas — 6 meses apds fabricagdo - e também utilizando uma
amostra AQAU com 3 meses apds a data de fabricacdo, ambas utilizando 48 horas como
tempo de incubacdo. Na Tabela 9 estdo a comparacao entre os métodos para carvoes AFBU e
AQAU mais antigos. Com estes resultados foi possivel inferir que realmente a sonicacao foi

melhor para a extragcdo do que agitacao para carvoes AQAU.
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Tabela 7 - Métodos preliminares para otimiza¢do da extracdo dos micro-organismos -
Comparacdo entre sonicagao e agitacdo para amostras AFBU e AQAU

Sonicacdo
40s Agitacao (10s)
(1x) 48h Incubacao
48h Incubacao
AFBU >25x10* >25x10*
13+8 72412
AQAU x10° x10?

Na Tabela 10 estao os resultados da comparacao entre os métodos de agitacdo e
sonicacao para amostras mais antigas dos carvoes tipo AFBU e AFAU. Para as amostras do
tipo AFBU, ndo houve diferenca significativa entre os métodos para amostras com 13 meses
de fabricacdo, e para as amostras com 6 meses os resultados foram inconclusivos. Para as
amostras do tipo AFAU, o método de sonicacdo se mostrou melhor que agitacdo para
amostras mais antigas, enquanto para amostras recentes — entre 2 e 4 semanas — o método de

agitacao se mostrou mais efetivo (Tabela 7).

Tabela 10 - Métodos preliminares para otimizacdo da extragdo dos micro-organismos -
Sonicacgao vs agitacdo para carvoes AFBU e AFAU mais antigos

Agitacao (10s) Sonicacao (40s)
29+30 22441
AFBU (13 meses) <102 <10?
AFBU (6 meses) >25x10* >25x10*
AFAU (4 meses) 24x10° >25x10*
AFAU (15 meses) <10 25x10°

Com estes experimentos, ficou inferido que comparativamente maiores tempos de
vortex, agitacdo e sonicacdo sdo prejudiciais a contagem de col6nias; um tempo de incubacdo
de 48 h é preferivel, pois aumenta o nimero de contagens; 40 s de sonicagdo se mostrou mais
eficaz do que agitacdo para amostras do tipo AQAU, tanto recentes como antigas, assim como
para amostras do tipo AFAU mais antigas. Para amostras do tipo AFBU, houve pouca
diferenca entre os dois métodos. O método de extracdo com sonicagao em banho de gelo se
mostrou, no geral, mais eficiente para a remocdo dos micro-organismos das amostras.

Decidiu-se entdo utilizar como método de extracdo para o estudo, 40 s de sonicacdao
em banho de gelo a 4° C, além do método de colonias em suspensdo, em que as amostras

ficam por uma hora em repouso numa solugdo extratora tampao de fosfato. Este método das
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colonias em suspensdo foi pensado com o intuito de simular o carvdo ativado em uma
operagdo comum do seu uso.

5.2.3 Analises Microbiologicas

As andlises das UFC em suspensdo em funcdo dos dias para as amostras AQA’s
podem ser observadas na Figura 15. O crescimento microbiano pode ser dividido em quatro
diferentes fases: fase lag (I), na qual ocorre pouca ou nenhuma divisdo celular; fase
logaritmica (II), em que a crescimento das colonias é exponencial e maximo; fase
estaciondria (III), na qual a taxa de morte é semelhante a divisdo; e a fase de declinio (IV),
onde a quantidade de colonias diminui gradualmente com o tempo (TORTORA; FUNKE;

CASE, 2016).
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Figura 15 - Contagem das coldnias em suspensdo e fases do crescimento microbiano — Amostras
AQA’s

A fase lag (I) do crescimento microbiano, pode ser vista nos primeiros 50 dias para a
amostra AQAU e nos primeiros 70 dias para a amostra AQAU-d, isso fez com que estas
amostras comecassem em momentos distintos a fase logaritmica (II), na qual ha o
crescimento exponencial das colonias. Esta fase ficou entre os 70 — 95 dias para a amostra
AQAU-d e entre 50-120 dias para a amostra AQAU. Passada a fase logaritmica (II), ambas
amostras entraram em fase estaciondria (III), ficando a contagem de col6nias constante por
um periodo que se estendeu até o fim do estudo. A amostra deionizada mostrou menor

contagem de colonias, e ao final do estudo possuia menor quantidade que a sua correlata
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AQAU. A amostra AQA apresentou UFC somente ao final do estudo. O aumento de sua Aa
devido ao ganho de umidade levou ao aparecimento do crescimento microbiano apés o
periodo de 145 dias.

Na Figura 16 esta apresentado os resultados das UFC extraida com sonicagdo. O perfil
do crescimento foi diferente daquele apresentado na Figura 15, principalmente para a amostra
AQAU-d, que teve uma diminuicdo na contagem de colonias apds os primeiros 50 dias. Isto
pode ser explicado devido a maior sensibilidade das colonias frente a técnica, que pode ter
levado a morte alguns micro-organismos na extracdo. Nao foram observadas contagens de

UFC na amostra AQA utilizando este método.
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Figura 16 - Contagem das coldnias extraidas por sonicacao e fases do crescimento microbiano —
Amostras AQA’s.

Log (UFC/g)

Na Figura 17 estao representadas as curvas de crescimento comparadas entre as UFC
em solucdo e extraidas com sonicagdo. E possivel notar as maiores contagens onde a linha
tracejada (sonicacdo) esta plotada acima da linha continua (suspensdo). Isto ja havia sido
observado nos experimentos de otimizacdo do método de contagem de colonias (Tabela 9 e
10). Para amostras ativadas quimicamente a sonicacdo leva a maiores contagens quando

comparado com o método em suspensao.
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Na Figura 18 estdo apresentados os resultados das UFC extraidas com sonicacdo e

inoculadas em agar Sabouraud para andlise de bolores e leveduras. O perfil de crescimento

ficou similar com aquele encontrado na Figura 15, porém a menor contagem de col6nias para

a amostra AQAU-d foi mais perceptivel nestas analises. A fase logaritmica (II) foi mais

acentuada para a amostra AQAU-d, ficando situada entre 80-140 dias. Para todas as analises

foram observadas menores contagens de UFC para a amostra deionizada AQAU-d.
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microbiano — Amostras AQA’s.

Na Figura 19 é possivel observar a morfologia das colonias quando inoculadas em

agar Sabouraud. A morfologia macroscépica das colonias envolve uma textura algodonosa de
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coloracdo branca com micélio aéreo alto e denso, além de topografia rugosa com sulcos
profundos a partir do centro. Foram encontrados trés tipos de colénias predominantes nas

amostras.

Figura 19 - Morfologia das colonias de bolores e leveduras em diferentes diluicdes seriadas —
Amostras AQA’s.

Na Figura 20 estdo as col6nias que foram encontradas nas amostras AQA umectadas e

isoladas para posterior observacao em microscopio.

Sitke

Figura 20 - Isolamentos das coldnias de bolores e leveduras.

Na Figura 21 estdo as colonias observadas em microscopio com um aumento de 100x,

sendo possivel observar estruturas filamentosas comuns ao grupo fungico dos Zigomicetos,
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chamadas de hifas. Além das hifas, é possivel notar também as estruturas referente ao micélio

(TORTORA; FUNKE; CASE, 2016).

—

Figura 21 - Bolores e Leveduras observados por microscépio (100x) — Amostras AQA’s.

A Figura 22 apresenta os resultados das analises microbiologicas para as colonias em
suspensdo para as amostras AFA’s. As amostras ndo apresentaram colonias em placas 5 dias
apos o preparo das mesmas. A fase logaritmica (II) do crescimento microbiano pode ser vista
nos primeiros 30 dias para ambas as amostras, havendo maiores contagens para a amostra
AFAU-d em relacdo a amostra AFAU. Passada a fase logaritmica (II), as amostras passaram
para fase estaciondria (III), em que mantiveram um crescimento constante por um periodo,
havendo pouca mudanca durante esta fase para a amostra AFAU, enquanto a amostra AFAU-
d apresentou uma tendéncia de queda ao final do estudo, indicando o comeco da sua fase de
declinio (IV), provavelmente devido a menor quantidade de micronutrientes inorganicos na
amostra deionizada. A amostra de base seca AFA, também foi afetada pelo ganho de Aa, e

comecou apresentar colonias em placa a partir dos 150 dias de estudo.
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A Figura 23 apresenta as analises microbiologicas das UFC extraidas por sonicagao.

Estas andlises tornaram visiveis as maiores quantidades de UFC para a amostra AFAU-d

quando comparada com a amostra AFAU. Apds 160 dias de estudo, nenhuma das amostras

apresentou colonias em placa.
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A Figura 24 apresenta as curvas de crescimento comparadas pelos dois métodos

utilizados para quantificar as colonias. Para a amostra AFAU-d, houve alternancia entre os
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métodos quanto ao maior nimero de contagens durante o estudo, ja para a amostra AFAU, o

método de suspensao apresentou maior contagem.
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Para este tipo de carvdo, a amostra AFAU apresentou maiores contagens pelo método

de suspensdo, enquanto a amostra deionizada AFAU-d apresentou contagens semelhantes

entre os dois métodos. Como estas amostras foram tratadas com acido fosforico para correcao

de pH, a presenca de ions fosfatos impediu que a amostra deionizada estivesse completamente

livres de eletrolitos.

Na Figura 25 estdo as fotos das colonias em placa e observadas através do microscopio

para a amostra de base seca AFA. Suspeitava-se do crescimento de bolores e leveduras em

uma Aa com esse valor, por isso se resolveu observar no microscopio a morfologia das

bactérias, que apresentaram morfologia de bactéria, com a presenca de cocos vista em

microscapio.



Figura 25 - A) Colonias observadas em placa B) Colonias observadas em microscépio (100x) —

Amostras AFA.
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A Figura 26 apresenta os resultados das analises das colonias em suspensao para as

amostras AFB’s. A amostra deionizada AFBU-d ndo apresentou UFC cinco dias apo6s o

preparo da amostra, enquanto a amostra AFBU ja possui cinco ordens de grandeza em

colonias.

Figura 26 - Contagem das colonias em suspensdo e fases do crescimento microbiano — Amostras
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A fase logaritmica (II) das col6nias pode ser vista nos primeiros 30 dias ap6s o

preparo das amostras, passado o primeiro més, a amostra AFBU-d se manteve em fase

estaciondria (III) por aproximadamente 120 dias, antes de entrar em fase de declinio (IV). A

amostra AFBU apresentou maior contagem de colonias assim como uma fase estaciondria
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(III) mais constante, enquanto a amostra de base seca AFB apresentou UFC 150 dias apds o
preparo das amostras, devido ao ganho de Aa ao longo do estudo.

A Figura 27 apresenta a contagem de colonias por meio da extragdo com sonicacao.
Os perfis das curvas de crescimento ficaram parecidos para ambas as amostras, havendo
maiores contagens para a amostra AFBU, que também conservou a contagem de UFC por

mais tempo. Ndo houve contagens para a amostra AFB por meio deste método.
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Figura 27 - Contagem das col6nias extraidas por sonicacdo e fases do crescimento microbiano -
Amostras AFB’s.

A Figura 28 apresenta as curvas de crescimento comparadas pelos dois métodos de
contagem utilizados no estudo. A técnica de sonicacdo se mostrou mais efetiva para ambas as
amostras, principalmente com relacdo a amostra AFBU-d. Para a amostra AFBU, a técnica de
sonicacdo perdeu eficdcia comparada com a suspensdao apos 160 dias de estudo,
provavelmente devido a diminuicdo da viabilidade das col6nias cultivaveis, que decrescem

com a sonicacao.
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Figura 28 - Contagens comparadas: Sonicagdo vs Suspensao — Amostras AFB’s

No crescimento microbiano em carvées ativados ha a ocorréncia de dois fenomenos,
um relacionado ao crescimento das colonias e outro posterior relacionado a adsorcdo delas ao
carvao. O menor crescimento de colonias em carvoes umectados com agua deionizada, como
nas amostras AFB’s e AQA’s, se deve a escassez de micronutrientes contidos na agua
destilada. fons como Ferro (Fe), Cobre (Cu), Molibdénio (Mo) e Zinco (Zn), (L.STARKEY,
[s.d.]), sdo essenciais para o metabolismo microbiano e escassos na agua destilada.

Teoricamente, espera-se que as colonias contidas nos carvoes “deionizados” estejam
mais fracamente adsorvidas a superficie devido a maior repulsdo ocasionada pela auséncia de
eletrolitos, que de outra maneira diminuiria a repulsdo eletrostatica gerada pela parede celular
microbiana e a superficie do carvao, aproximando ambos e aumentando as interagdes de van
der Walls (VAN LOOSDRECHT et al., 1987). Em outro estudo (FERRO-GARCIA et al.,
1998) encontrou uma maior capacidade de adsorcdo para os acidos galicos, tanico e hiumico
quando em presenca de Cr (IIT). Apesar de haver diferencas entre uma macromolécula e um
micro-organismo, o ultimo pode ser considerado grosseiramente como uma particula coloidal
com carga negativa, que também terd maior afinidade pela superficie do carvdao quando
houver eletrolitos em solucdo (SUMMERS; ROBERTS, 1988)(VAN LOOSDRECHT;
NORDE; ZEHNDER, 1990).

Os eletrolitos, além de influenciar o crescimento microbiano, aumentam a intensidade
da adsorgdo entre os micro-organismos e o carvao. Outros mecanismos sao propostos para
explicar o efeito dos eletrolitos na adsor¢dao de moléculas ani6nicas, como a interagdo dos sais

com as moléculas/micro-organismo que acabam produzindo uma mudanga na distribuicdo das
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cargas e influenciam na extensdo da adsorcdo, assim como intera¢ées que podem levar a um
melhor arranjo das moléculas adsorvidas, levando a adsor¢do de um maior numero de
moléculas (SUMMERS; ROBERTS, 1988). As amostras AQA’s e AFB’s apresentaram um
maior nimero de col6nias pelo método de sonicacdo do que pelo método de suspensdo,
significando que muitas das colonias estdo adsorvidas mais fortemente ao carvao,
necessitando métodos bruscos de extracdo para serem dessorvidas. A estrutura fungica
filamentosa na forma de hifas provavelmente influencia positivamente na adsorcao dos micro-
organismos encontrados nos carvoes AQA’s.

Atualmente ndo ha parametros de qualidade microbioldgica estipulados para o uso de
carvao ativado umectado, porém, o uso destes, apesar de melhorar a qualidade da agua por
meio da remocdo de impurezas e contaminantes, acabam por afetar a qualidade
microbiologica dos processos nos quais o carvao é utilizado, como no tratamento de agua e na

industria alimenticia.

5.3 Analises Fisico-Quimicas

5.3.1 Ponto de Carga Zero (pHz) — pH da solucao

Como o crescimento microbiano é um fator modificante da superficie do carvao, o
parametro de pHz foi analisado por duas metodologias diferentes, o pH da solucdo, também
considerado o ponto de carga zero (pHz) (REYMOND; KOLENDA, 1999), e outra mais
relatada na literatura, o pH drift method (FERRO-GARCIA et al., 1998).

A Figura 29 apresenta os resultados de ponto de carga zero (pHz) tomados como pH
da solucdo em funcdo do tempo para as amostras AQA’s. A amostra de base seca AQA
apresentou um pHz estavel durante os primeiros 60 dias, apOs este periodo ocorreu uma
inclinacdo positiva no aspecto da curva que se acentua ainda mais a partir dos 120 dias,
podendo estar relacionado ao inicio da atividade microbioldgica na amostra. As amostras
AQAU e AQAU-d tiveram o mesmo perfil de crescimento, porém em magnitudes diferentes,
com uma ascensdo do pHz até os 120 dias e depois um decaimento até o fim do estudo. A
amostra AQAU, que mostrou a maior quantidade de UFC, também apresentou a maior
variacao total de pHz. O perfil das curvas parece ter acompanhado as modifica¢Ges ocorridas

nas curvas de crescimento microbiano pelo carvao.
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Na Figura 30 estdo representadas as andlises de pHz por meio do método de pH drift

method. As variaces de pHz neste método foram menos significativas do que no método do

pH em solugao.
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A amostra AQA foi a que apresentou a maior variacdo de pHz neste método, havendo

pequena diminuicao do seu valor, tendéncia contraria aquela encontrada pelo método de pH

da solugdo (Figura 29). Ja para as amostras AQAU-d e AQAU, praticamente ndo houve

variagOes em seus valores de pHz.
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Na Figura 31 estdo os resultados da variacdo de pHz em funcdo do tempo para as
amostras do tipo AFA’s utilizando como método da leitura do pH em solugdo. As amostras
apresentaram um perfil de crescimento parecido com aquele encontrado nas amostras AQA’s,
com uma tendéncia de aumento até os 120 dias e apds isso uma queda de pHz até o final das

analises.
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Fonte: Autor.

Na Figura 32 estdao apresentados os valores de pHz pelo método de drift method, os
valores sdo consideravelmente diferentes daqueles encontrados utilizando o pH da solucao. A
amostra AFAU apresentou um comportamento similar nos dois métodos utilizados para
estimar o pHz, enquanto a amostra AFA se manteve praticamente inalterada e a amostra

AFAU-d apresentou diminuicdo por meio deste método.
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Na Figura 33 estdo os resultados da variacdo de pHz em funcdo do tempo para as
amostras do tipo AFB’s utilizando como método a medida do pH da solucdo. Estas amostras
apresentaram a maior variacdo de pHz em comparacdao com as outras. Carvoes de superficie
basica, como os ativados fisicamente, sdo mais propensos a oxidacdo pelo ar e parte dessa

diminuicdo de pHz pode estar associada a grupos de acidos carboxilicos que foram criados

com o passar do tempo (BOEHM, 1994).
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A diminuicdo de pHz por meio do crescimento microbiano para carvoes basicos,
porém de natureza granular, jd foram relatados na literatura A diminuicdo no estudo de
(RIVERA-UTRILLA et al., 2001). foi de 12,1 para 7,8, enquanto neste as variacoes nao
passaram de uma unidade de pH, isto deve estar associada a natureza do micro-organismo e
do tipo de carvado no qual ocorre a adsorcao.

A Figura 34 apresenta o pHz das amostras AFB’s pelo método do pH drift method,
neste experimento o comportamento do pHz foi inverso aquele encontrado nas analises de pH
da solucdo. O aumento de pHz significa que os carvdes ficaram mais basicos com o passar do

tempo, comportamento contrario ao esperado para estes tipos de carvoes.
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O método de pH da solucdo para encontrar o ponto de carga zero (pHz) se adequa
melhor aos resultados esperados, como a diminui¢ao de pHz para carvoes AFB’s, assim como
apresentou maior sensibilidade a pequenas mudangas que aparentam terem sido causadas

pelos micro-organismos, como nas amostras AQA’s.

5.3.2 Zeta Potencial
Mudancas na propriedade fisica da particula indicam alteracOes na estrutura externa
dos carvoes ocasionadas pelo crescimento microbiano. Um aumento da carga residual
negativa de superficie se da por meio grupamentos quimicos e constituintes da parede celular

e da matriz exopolimérica (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008).
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A Figura 35 apresenta os valores de zeta potencial em (mV) com seus respectivos
desvios padrao plotados em funcdo do tempo para as amostras AQA’s. Com relacdo as
amostras umectadas, evidencia-se uma menor carga superficial para a amostra AQAU em
comparacdo a amostra AQAU-d, principalmente durante a fase lag (I) (50 dias), onde a
diferenca de UFC entre as amostras era maior (Figura 18). Apds este tempo a amostra
AQAU-d manteve o perfil do valor da carga e a amostra AQAU apresentou um aumento fora
da tendéncia esperada, que a deixou estaticamente semelhante a sua correlata. Passados 100
dias, ambas as amostras seguiram o mesmo perfil de variacdo até o fim do estudo, havendo
uma diminuicdo do valor de zeta potencial, condizente ao aumento do nimero de coldnias
para estas amostras apés a sua fase logaritmica (II) do crescimento microbiano (Figura 15 e

18).
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A amostra AQA apresentou uma tendéncia de comportamento contraria a esperada da
diminuicdo da carga da particula, os valores de zeta potencial foram ficando maiores com o
passar do tempo, principalmente apds o comego da fase lag (I), porém este aumento ndo teve
significancia estatistica para um intervalo de confianca de 95% (p > 0,05). Na Tabela 11 estdo
os valores iniciais e finais de zeta potencial e o resultado de um teste ANOVA em que foram
utilizados os valores das triplicatas das cinco analises, havendo diferenca na carga da particula
ao longo do estudo para as amostras AQAU e AQAU-d em um intervalo de confianca de 95%
(p > 0,05), mostrando que ao final do estudo suas cargas residuais possuiam valores menores

que no inicio.



64

Tabela 11 - Valores de Zeta Potencial - Amostras AQA's

Zeta Potencial Zeta Potencial Foritico
Amostras F regressdo
(Inicio) (Fim) (0,05;4,14)
AQA -5,61£2,2 -4.5+ 0,27 2,98
AQAU -6,26+0,11 -7,82+0,3 6,58 3,11
AQAU-d -5,82+0,13 -7,61+0,37 23,22

A andlise inicial para a amostra AQA apresentou um maior desvio padrao,
contribuindo significativamente para que 0 F/regressio f05S€ menor que 0 Fritico.

A Figura 36 apresenta os valores de zeta potencial em (mV) em funcdo do tempo para
as amostras AFA’s. A amostra de base seca AFA nao apresentou variacdo nos primeiros 60
dias de estudo, ocorrendo ap6s este periodo uma diminuicdo da carga da particula até o final
do estudo, que pode estar associado ao inicio do crescimento microbiano ou a oxidag¢Ges da
superficie da amostra. As amostras umectadas também mostraram queda nos valores de zeta

potencial, sendo a diminuicao da amostra AFAU mais pronunciada que da amostra AFAU-d.
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Figura 36 - Zeta potencial em fungao dos dias - Amostras AFA's

Uma andlise Tukey apresentou sig = 1 para a diferenca no valor de zeta potencial
entre a amostra de base seca AFA e as umectadas AFAU e AFAU-d 55 dias apds inicio do
estudo, este valor indica que a amostra de base seca era significativamente diferente das
amostras umectadas a esta altura, ainda que tivessem comecado iguais. Ao final do estudo um

teste de Tukey mostrou sig = 0 para a mesma comparagao, indicando que o crescimento
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microbiano na amostra AFA a tornou igual as outras com o tempo. Isso corrobora com o0s
dados das analises microbiolégicas (Figura 22), que indicam uma auséncia de crescimento
microbiano no inicio do estudo e um desenvolvimento ao final para a amostra de base seca.
Na Tabela 12 estdo apresentados os valores iniciais e finais de zeta potencial, assim
como 0s valores de Fregressio € Feritico. TOdas as amostras tiveram significancia estatistica na

diminuicado dos seus valores de zeta potencial, sendo o valor de Fegressao > Feritico-

Tabela 12 - Valores de Zeta Potencial - Amostras AFA's

Amostras Zeta Potencial Zeta Potencial Fregressio Feritico
(Inicio) (Fim) (0,05;4,14)
AFA -12,76+1,62 -16,7+0,65 9,21
AFAU -14,36+1,50 -18,76+1,68 8,32 3,11
AFAU-d -14,7+1,10 -16,9+1,63 9,73

A Figura 37 apresenta os valores de zeta potencial em (mV) em funcdo do tempo para
as amostras AFB’s. Todas as amostras apresentaram queda nos valores de zeta potencial. Essa
queda pode ser devido ao crescimento microbiano ou devido a formacao de grupos funcionais
acidos na superficie externa do carvao. Dos carvoes estudados, estes sdo 0s mais suscetiveis
ao ataque do oxigénio atmosférico (BOEHM, 1994). A diminuicdo dos valores de zeta
potencial para estas amostras estdo condizentes com os resultados encontrados para a
diminuicdo de pHz, (Figura 33), que significam que a amostra ficou mais acida e sua

superficie com maior densidade de carga.
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Figura 37 - Zeta Potencial em funcdo do tempo - Amostras AFB's.

As amostras também apresentaram significancia estatistica na diminuicdo dos valores

de zeta potencial, sendo o valor de Fegressio > Feritico, CONforme pode ser visto na Tabela 13.

Tabela 13 - Valores de Zeta Potencial - Amostras AFB's

Amostras Zeta Potencial ~ Zeta Potencial I ) Feritico
(Inicio) (Fim) regressie (0,05;4,14)
AFB -18,73+1,45 -25,76+ 1,52 8,39
AFBU -20,86+1,67 -26,4+1,37 8,76 3,11
AFBU-d -21,23+1,20 -25,93+1,96 12,95

Como a hipdtese do crescimento microbiano em carvdes ativados pulverizados se da

por meio do crescimento na superficie externa, devido as incompatibilidades de tamanho entre

0s micro-organismos e os poros do carvao, as andlises de zeta potencial foram importantes

para detectar alteracOes na superficie externa da particula. Esse aumento da densidade de

carga pode aumentar a repulsdo eletrostatica para analitos ani6nicos, levando a maiores

repulsdes para adsorbatos como acidos himicos e tanicos, frequentemente presentes em agua

fluviais que sdo tratadas em estacoes de tratamento (RITTMANN, 1985). Por outro lado, esse

aumento da densidade eletronica da particula pode levar a uma maior atracdo por analitos

cationicos, principalmente ions metalicos. Este fendmeno ja foi observado com a adsor¢do de

micro-organismo e substancias hiimicas no carvao, que levaram a maiores adsorc¢ées de ions

metdlicos (BAUTISTA-TOLEDO et al.,, 2008), um efeito indireto do aumento da carga
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residual na superficie do carvdo ocasionado pelo crescimento microbiano. Em outro estudo,
em que foi observado como as propriedades dos carvdes se modificam com a adsorcdo de
substancias htimicas (FERRO-GARCIA et al., 1998), também relata um aumento da
concentracdo de cargas negativas na superficie do carvdao, porém neste caso quem atua
modificando a carga na superficie do carvao sdo substancias himicas, que possuem grande
quantidade de grupos fendlicos e carboxilatos em suas estruturas, responsaveis por um

aumento da densidade de carga da particula.

5.3.3 Indice de Todo

A Figura 38 apresenta as andlises de indice de iodo em fungdo do tempo de estocagem
para as amostras AQA’s. Todas apresentaram perda de indice de iodo com o tempo, sendo a
mais afetada a amostra AQAU. A variacao do indice de iodo na amostra AQA foi pouco
afetada nos primeiros 70 dias de estocagem, porém o aumento da Aa nesta amostra induziu o
desenvolvimento microbiano quando a atividade de agua (Aa) estava por volta de 0,68, e a
umidade em 27 %, entretanto este desenvolvimento ndo foi possivel de ser notado por meio
das analises microbiologicas até os 150 dias. Acredita-se que antes disso, as colonias estavam
em fase lag (I) do crescimento microbiano, estando melhor adsorvidas e ndo aparecendo nos
métodos de contabilizacdo utilizados no estudo. Os micro-organismos comegaram a aparecer
nas andlises quando a curva de crescimento entrou em fase logaritmica (II), na qual ocorre o

crescimento exponencial das colonias.
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Figura 38 - Analise do indice de iodo versus tempo de estocagem— Amostras AQA’s

Foi realizado um teste para verificar a viabilidade de aumentar o indice de iodo por
meio de sonicacdo, segundo relatado em (LIU et al., 2017). Para isso, amostras foram
colocados em banho ultrassonico por 10 min e novas medidas do indice de iodo foram
realizadas. Na Tabela 14 estdo apresentados os resultados do indice de iodo antes e apds
tratamento com sonicacao, podendo-se observar a regeneracdo de parte da capacidade
adsorptiva do carvdo por meio da dessor¢ao das col6nias, utilizando para isso um ciclo de 10
min a 25° C em um equipamento de (100W e 70Hz), mais potente que o utilizado
originalmente (70W e 50Hz) para as extracoes das colonias. Além do indice, observou-se a
quantidade de UFC obtidas apos este experimento, verificando se houve esterilizacdo do meio
pelo método, sendo este a principio o objetivo, contudo, acabou-se encontrando coldnias em

todas as amostras em quantidades superiores aos métodos até entdo utilizados.

Tabela 14 - Indice de iodo (mg/g) antes e ap6s sonicacdo nas amostras de carvdo ativado.

Amostra Ailrigicgad:oln(;g;g:"lo Indicfi: i:zg:(;;ﬁlzep(ﬁs UFC/g
AQA 985,05+28,81 996,53+7,29 >25x10°
AQAU 937,17+1,04 976,52+3,17 >25x10*

AQAU-d 954,56+1,08 986,99+11,82 >25x10*

Neste experimento objetivando a dessorcdo das colonias, foi possivel extrair até
mesmo micro-organismos da amostra AQA, que até entdao ndo apresentava colonias, embora

ja apresentasse queda no indice de iodo, mas sem contagem de micro-organismos em placa
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(Figura 15). Uma maior recuperacdo dos indices de iodo em carvdes ativados granulados por
sonicacdo também foi relatada por (SUN et al., 2018), com a finalidade de regenerar o carvao,
apresentando aumento 300 mg/g para 409 mg/g do indice. Também observaram a recuperacao
dos microporos e do volume total de poros. Neste estudo utilizaram um equipamento com
poténcia de 60W e frequéncia de 400 kHz, frequéncia superior aos experimentos apresentados
neste trabalho.

Nas analises de otimizacdo do método de extracdo, utilizou-se uma amostra do tipo
AFBU para os primeiros experimentos, com maiores tempos de sonica¢do, no entanto, ndo
houve contagem de colonias. Isso acabou levando a ideia de que tempos mais longos de
sonicacdo levavam a morte dos micro-organismos, o que ja foi observado em (PIYASENA;
MOHAREB; MCKELLAR, 2003). Devido a esse fato, os mesmos experimentos usando
tempos maiores de sonicacdo ndo foram realizados com amostras do tipo AQA e AQAU.
Todavia, os micro-organismos de origem flingica encontrados neste tipo de amostra,
aparentemente suportam melhor tratamentos prolongados de sonicacdo, tempos maiores que
para os micro-organismos encontrados nas amostras de carvoes ativados fisicamente.

A Tabela 15 apresenta os valores iniciais, finais e a quantidade de indice de iodo
perdido durante o periodo do estudo. Ndo houve diferenca estatistica para a perda de indice de
iodo entre as amostras AQA e AQAU, porém houve diferenca para a amostra deionizada
AQAU-d, que teve perda entre 20-23 mg menor quando comparado com as outras duas. A
amostra AQA acabou apresentando a mesma quantidade de indice de iodo perdido pela sua
correlata umectada, mostrando que em uma condicdo de ganho de umidade sera afetada pelo

crescimento microbiano.

Tabela 85 - Medidas de indices de iodo nas amostras de carvado ativado — Amostras AQA’s

Amosiras indice de indice de Todo  Indice de Todo F F critico
Iodo Inicial Final Perdido rearesae(0,05;2, 60)
AQA 989,01+9,11 904,26+4,26 84,75+9,11
AQAU 961,78+6,71 874,96+9,45 86,82+9,45 14,56 3,15

AQAU-d 971,4549,43  908,08+1,03 63,37+9,43
*Indice e desvio padrdo calculado com os valores das trés andlises iniciais e finais.

Ao final do estudo, a diferenca entre os indices de iodo das amostras apresentou
significancia estatistica, sendo o valor de Fregressio > Feritico para um intervalo de confianga de
95% (p < 0,05). Uma andlise de Tukey mostrou que todas as amostras chegaram ao final do
estudo diferentes entre si, com sig=1 para todas as combinacdes de amostras em um nivel de

significancia de 0,05.
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A Tabela 16 apresenta os valores de indice de iodo, atividade de agua e UFC/g para
contra-provas de amostras AQA de base seca. Nenhuma delas apresentou variagao do indice
de iodo para um intervalo de tempo entre quatro e doze meses. Indices de Aa menores que
0,60 ndo comportam crescimento microbiano, e, portanto, nao ha alteracdes nas caracteristicas
fisicas de carvdes ativados que mantenham Aa abaixo deste valor (TAPIA; ALZAMORA;
CHIRIFE, 2020).

Tabela 16 - Analise de indice de iodo (mg/g) em amostras AQA de base seca.

indice de Iodo Indice de Iodo  Atividade de UFC/g (em

Amostra (Antes) (Depois) Agua (Aa) solucdo)
Amostra I 1018,93 1034,96 0,4055 <10
Amostra II 943,94 950,47 0,4437 <10
Amostra III 998,49 1000,0 0,5428 <10

A diminuicdo do indice de iodo significa uma reducdo da area superficial disponivel
do carvao, acredita-se que estd diminuicdao seja ocasionada pelo efeito bloqueador de poros
que as estruturas filamentosas dos fungos, as hifas, causam na superficie do carvao,
impedindo a difusdo do analito para o interior dos poros onde seriam adsorvidos pelos sitios
mais internos do carvdao. A ocupacdo dos poros internos pelos micro-organismos é
improvavel, mesmo macroporos entre 0,1 pm-02 pm sdo algumas vezes menores que 0
tamanho médio de um fungo, que tem entre 2pm-10pm (WEBER; PIRBAZARI; MELSON,
1978). A reducdo da area superficial ocorre mais devido ao efeito bloqueador dos poros
causados pelos micro-organismos, do que pela ocupacdo dos poros pelos mesmos. Apesar de
que é preciso considerar que a formagdo do biofilme pode ocupar poros com moléculas da
matrix polimérica.

Na Figura 39 estao as analises de indice de iodo para as amostras do tipo AFA. Estas
amostras apresentaram pouca variacdo do indice ao longo do estudo. Somente a partir de 150

dias que os indices comegaram a apresentar queda.
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Figura 39 - Andlise do indice de iodo versus tempo de estocagem — Amostras AFA’s.

Na Tabela 17 estdo os indices de iodo no comeco, ao final do estudo, e o quanto de
indice foi perdido por cada amostra. As variacdes do indice de iodo foram menores quando
comparadas com as perdas das amostras AQA’s, ficando entre 15-30mg. Acredita-se que as
perdas de indice de iodo se tornem maiores quando as amostras entram em fase de declinio
(IV). A maior perda de indice de iodo nas etapas finais do crescimento microbiano parece
estar associada ao acimulo de colonias mortas durante o tempo de estocagem, que formaram
uma massa de matéria morta melhor adsorvida do que os micro-organismos vivos. Ao final do
estudo, estas amostras ainda apresentavam colonias em placa, estando em fase estaciondria

(11I) do crescimento microbiano (Figura 22).
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Tabela 17 - Analise de indices de lodo (mg/g) — Amostras AFA’s

indice de indice de Todo  Indice de Todo P F eritico
Iodo Inicial Final Perdido rearessae(0,05;2, 60)

AFA 675,28+5,36 648,43+1,22 26,85£5,36

Amostras

AFAU 676,72+4,18 646,24+4,77 30,48+4,77 1,04 3,15

AFAU-d 665,81£10,04  651,81+0,90 14,0+10,04

*Indice e desvio padrédo calculado com os valores das trés analises iniciais e finais.

As amostras chegaram ao final do estudo estatisticamente iguais, pois o valor de
Fregressio < Feriico para um nivel de significancia de 0,05, mostrando que as trés amostras
apresentaram o mesmo indice de iodo ao final do estudo.

Na Figura 40 estdo apresentados os resultados da variacao do indice de iodo para as
amostras ativadas fisicamente e basicas (AFB’s). A amostra AFBU-d, apesar de ser do mesmo
lote que as outras do seu tipo, ndo é referente a mesma embalagem das quais as outras foram
retiradas, por isso a maior diferenca do indice de iodo entre elas. A amostra umectada AFBU-
d foi a dnica que ndo mostrou variagdo do indice de iodo entre todas as amostras. Ja as
amostras AFB e AFBU também comecaram a apresentar uma perda do indice de iodo mais

significativa ap6s cinco meses de estocagem.
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A variagdo de indice de iodo para estas amostras foi maior do que aquelas encontradas
nas amostras AFA’s, porém menores que as encontradas nas amostras AQA. Na Tabela 18
estdo os indices de iodo medidos no inicio e no final do estudo, além do valor perdido por

cada amostra no periodo.

Tabela 18 - Analise de Indices de Iodo (mg/g) - Amostras AFB's

Indice de Indice de Todo  Indice de Todo F eritico

AMOSITas 140 Tnicial Final Perdido Fregresao (0,05,2, 60)

AFB 597,80£8,04 562,17+8,03 35,63+8,04
AFBU 609,77+1,48 560,71£5,26 49,06+5,26 310,43 3,15

AFBU-d  501,62+5,65 495,80+1,96 5,8245,65

*Indice e desvio padrao calculado com os valores das trés andlises iniciais e finais.

O valor de Fregressao ficou acia do Fico para um nivel de confianca de 0,05. Um teste de
Tukey mostrou sig=0 para as amostras AFB/AFBU, mostrando que ndao ha significancia
estatistica para a diferenca entre estas amostras.

Mesmo havendo desenvolvimento microbiano nas amostras AFA’s e AFB’s, houve
pouca alteracdo em seus indices de iodo, principalmente nos primeiros meses quando a
quantidade de colonias era muito superior que ao final do estudo. Uma hipotese é que a
metodologia usada nas medidas do indice de iodo ocasiona na destruicdio do material
biolégico adsorvido na superficie dos carvoes, etapas como aquecimento até a ebulicdo HCI
5% e agitacdo vigorosa, dessorvem e eliminam os micro-organismos, desbloqueando o acesso
aos poros para que as moléculas de analito (iodo) sejam entdo adsorvidas.

E preciso considerar também que as coldnias que aparecem nas analises das UFC em
suspensdo sao coldnias que dessorvem da superficie do carvado e agora competem novamente
com o analito pelos sitios de adsorcdo. Nos graficos de UFC por sonicacdo versus suspensao,
considera-se que os micro-organismos melhores adsorvidos tem efeito mais danoso a
qualidade do carvao do que aqueles que dessorvem para a solugdo, pois continuam atuando
como bloqueadores dos poros.

A andlise do indice de iodo é um 6timo método para inferir o grau de ativacdo do
carvao, porém ndo é uma boa analise para saber como esta a qualidade do carvao utilizado em
sua forma umectada e natural. Para isto seriam necessarios experimentos que analisassem a

quantidade adsorvida (Q.4s) em mg de analito por grama de carvao (mg/g) ao longo do tempo
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para um analito qualquer, como azul de metileno ou dcido galico, assim como para ions
metdlicos. Estes estudos de adsorcdo poderiam informar melhor a qualidade do carvao
contendo micro-organismos em sua superficie, tanto para analitos catidnicos quanto para
anionicos, indicando se ocorre atracdao eletrostatica com analitos com carga positiva ou
repulsdo eletrostatica/bloqueamento por analitos de carga negativa. Com estas andlises seria
possivel avaliar o comportamento dos carvOes utilizados in natura pelos compradores.

Contudo, estas analises ndo foram feitas neste estudo, sendo uma limitacdo deste trabalho.
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6. CONCLUSOES

O crescimento microbiano afeta as caracteristicas fisico-quimicas e qualidade

dos carvdes, levando a perdas da capacidade adsorptiva com o tempo de estocagem.

Com o estudo, as seguintes conclusdes foram tiradas:

Propriedades fisicas das particulas como sua carga elétrica em solugdo sdo
influenciadas pelo crescimento microbiano, levando a reducées dos valores de
zeta potencial.

Carvoes ativados fisicamente apresentam valores de atividade de agua (Aa)
superiores a carvoes ativados quimicamente, e a umectagao com agua destilada
resulta em maiores valores de Aa, conservando por maior periodo agua
disponivel para o desenvolvimento microbiano, principalmente para amostras
AQA’s e AFB’s. O estudo mostrou que o crescimento microbiano nas amostras
de base seca AQA, AFA e AFB tem inicio quando os valores de Aa estdo em
torno de 0,68, 0,75, 0,76 e os indice de umidade em 27%, 17,5% e 18,3%,
respectivamente.

A obtencdo dos micro-organismos por meio de sonicacdo apresenta contagens
de col6nias superiores ao método de extracao por suspensao, exceto para a
amostra AFAU-d.

Para amostras de “contra-provas” de carvoes ativados quimicamente de base
seca, guardados pela empresa em local seco e apropriado, nao foram
verificadas perdas de indice de iodo nem de atividade microbiol6gica, estando
seus valores de Aa abaixo de 0,60.

A visualizacdo das coldnias dos carvOes ativados quimicamente apresentou
morfologia fungica, com aparecimento de hifas e micélios vistos por
microscépio Otico. J4 a amostra AFA apresentou col6nias com morfologia
bacteriana.

Carvoes ativados fisicamente AFB’s e AFA’s apresentam maiores contagens de
UFC que carvoes ativados quimicamente AQA’s. Carvoes ativados
quimicamente sdo mais afetados pelo crescimento microbiano, possuindo
maiores perdas de indice de iodo, com perda de 85 mg/g de iodo para as
amostras ativadas quimicamente e 65 mg/g de iodo para as ativadas

fisicamente.
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¢ A menor quantidade de nutrientes contidos na agua destilada leva a menores
perdas de indice de iodo para amostras AQAU-d e AFBU-d em comparagao
com as suas correlatas umectadas com agua tratada, sendo, portando, uma boa
opcdo de umectacdo quando se necessita carvoes umectados com menores
quantidades de micro-organismos.

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que carvoes de base seca devem ser
mantidos em lugares onde a umidade ndo exceda o valor critico de Aa em que inicia o
desenvolvimento microbiano. Para carvoes ativados quimicamente umectados, é melhor que
sua utilizacdo ocorra antes do comeco da fase logaritmica (1), que se da por volta de 50 dias
apos a data de fabricacdo, ja para carvoes ativados fisicamente, o ideal é o uso na primeira
semana. Isso evita que uma maior quantidade de colonias contamine 0s processos nos quais o
carvao € utilizado. Indica-se para trabalhos futuros a importancia de verificar género e espécie
dos micro-organismos encontrados nos carvoes, assim como estudar a varia¢do na adsorcao

de substancias humicas e metais inorganicos com o tempo de estocagem.
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