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RESUMO

As aguas residuais hospitalares sao fontes de contaminagdo microbiana, incluindo bactérias resistentes a
antibioticos. Este estudo desenvolveu um material antimicrobiano a partir de carvdo de osso bovino (BBC),
modificado por funcionalizagdo com &acido nitrico (BBC-F) e/ou impregnagao com alicina (BBC-A/BBC-FA),
para aplicagcao no tratamento de efluentes hospitalares. O estudo abrange a preparacao e caracterizagcado do
BBC funcionalizado, extragao de alicina do alho, impregnacao do adsorvente e testes microbiolégicos com E.
coli em aguas residuais hospitalares sintéticas (AHS). Caracterizagdes por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), andlise de adsorgao de nitrogénio por Brunauer—Emmett—Teller (BET), Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia Raman e ponto de carga zero (pHPZC)
revelaram que a ativagdo acida introduziu grupos oxigenados, aumentando a desordem estrutural, elevando
a reatividade superficial. A alicina reduziu a area superfpicial e porosidade ao bloquear poros, mas adicionou
grupos antimicrobianos com enxofre. O material BBC-FA preservou suas propriedades e incorporou grupos
nitro e enxofre.Ensaios microbiolégicos realizados em aguas residuais hospitalares sintéticas (AHS)
inoculadas com E-coli, o material funcionalizado e impregnado (BBC-FA) apresentou a melhor performance:
reducdo de 5,31 Log,, na contagem de E. coli e eficiéncia de remoc¢éo de 53% na dosagem de 400 mg.
enquanto BBC-A inesperadamente favoreceu crescimento bacteriano, possivelmente devido a auséncia de
ativacao superficial e residuos orgéanicos. Os resultados evidenciam que a funcionalizagdo com acido e alicina
(BBC-FA) é essencial para a agao bactericida, contribuindo para o desenvolvimento de materiais sustentaveis
no tratamento de aguas residuais.

PALAVRAS-CHAVE: Adsorcgao; Alicina; Biocida; Escherichia coli; Materiais sustentaveis.
1 INTRODUGAO

A agua € essencial para a vida e o equilibrio dos ecossistemas, sendo usada em
atividades domeésticas, agricolas e industriais. No entanto, sua qualidade vem sendo
comprometida pelo descarte de residuos téxicos, o que afeta o meio ambiente e a saude
publica (Bezerra De Araujo et al., 2023). Dentre os principais poluentes, destacam-se os
efluentes hospitalares, que contém microrganismos patogénicos, farmacos e metais
pesados (Alvarino et al., 2023; Han et al., 2022).

No Brasil, com cerca de 7.190 hospitais, estima-se a geracado de 750 litros de
efluentes por leito ao dia (Brasil, 2022). Muitos desses residuos sao descartados sem
tratamento adequado, e poucos hospitais utilizam sistemas eficazes, o que revela um
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cenario de descumprimento das normas ambientais (Gautam et al., 2007; Xue et al., 2024;
Vecchia et al., 2009).

As aguas residuais hospitalares (ARH) diferem das domésticas por conterem
contaminantes emergentes, como antibidticos, horménios e bactérias multirresistentes (De
Araujo et al., 2016; Xavier et al., 2023). O tratamento convencional nem sempre é suficiente,
sendo necessarias tecnologias complementares como adsorcgao, filtragdo e oxidagao
(Bhatnagar; Sillanpaa, 2009).

A adsorgado € uma alternativa promissora por sua simplicidade e eficacia (Dada et
al., 2023). O carvao ativado é amplamente utilizado, e sua eficiéncia pode ser aprimorada
com compostos antimicrobianos (Mohammad-Khah; Ansari, 2009). A alicina, derivada do
alho (Allium sativum), possui agado contra patégenos como Escherichia coli, além de
propriedades antioxidantes (Borlinghaus et al., 2014; Salehi et al., 2019). E. coli é
amplamente usada como indicador de contaminagédo (Guerra et al., 2019; Zhou et al.,
2023).

Diante da crescente preocupag¢ao com a contaminagao microbiana em ARH e das
limitagdes dos tratamentos convencionais, este trabalho teve como objetivo desenvolver
um material adsorvente com propriedades antimicrobianas, capaz de reduzir a carga
microbiana em aguas ARH.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS

O carvao de osso bovino (BBC) foi adquirido do comércio varejista especializado
“Bonechar do Brasil Ltda.” (Paigandu/PR — Brasil). O carvao de osso bovino foi utilizado
como fornecido, ou seja, sem pré-tratamento. O material passou por uma peneira de 80
Mesh para homogeneizagao da distribuicdo granulométrica. O extrato de alho foi obtido de
bulbos de alho fornecidos por um comércio local. A cepa bacteriana utilizada foi Escherichia
coli (E. coli) TOP-10 fornecida pelo Laboratério de Microbiologia Aplicada da Universidade
Estadual de Maringa (Maringa/PR — Brasil). Os reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.2 METODOS
2.2.1 Funcionalizagcao de carvao de osso bovino

Para a preparacao do carvao de osso bovino como adsorvente, uma funcionalizacéo
acida foi realizada com acido nitrico (1,0 mol/L) com um método baseado em Ferreira et al.,
2018. O procedimento foi realizado em um béquer adicionando 100 mL de solugcdo de
HNOs3 a2 20 g de BBC. O baldo foi mantido sob agitagéo (200 rpm) por 24 h a 25 °C. Apos
esse periodo, o sélido foi filtrado, lavado com 2,0 L de agua destilada e seco a 50 °C por
48 h em estufa. O material foi denominado carvéo de osso bovino funcionalizado (BBC-F).
O BBC-F foi, posteriormente, impregnado com extrato de alicina, sendo denominado (BBC-
FA).

2.2.2 Obtengao do extrato de alho rico em alicina

Para obtencao do extrato, bulbos de alho (Allium sativum L.) foram desinfetados com
solugdo de NaOH a 1% por 30 min e lavados com agua destilada. A extragdo também
utilizou agua destilada como solvente, seguindo um método adaptado de Alvarino et al.,
2023 e Beline et al., 2025. Lotes de 100 g de bulbos de alho desintegrados manualmente
foram triturados em liquidificador. Posteriormente, foram adicionados 30 mL de agua
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destilada e o material foi mantido refrigerado por 24h a 5°C. Apds esse periodo, a mistura
foi filtrada (3 pym) para remocgéao dos residuos de alho sendo fase liquida o extrato rico em
alicina (Alicina, CeH100S2 ; PM = 162,276 gimol ). Até seu uso, o extrato foi mantido no escuro a
20 °C devido a volatilidade da alicina.

2.2.3 Determinagao do teor de alicina no extrato de alho

O teor de alicina pode ser estimado medindo-se a atividade enzimatica da molécula
por meio da quantificagdo da concentragdo de acido piruvico. O método baseia-se na
reacao catalisada pela alinase, que produz uma molécula de alicina e duas moléculas de
acido piruvico (Schwimmer; Weston, 1961).

Neste método, 1,0mL de extrato de alho, 1,0 mL de 0,0125% de 2,4-dinitrofenil-
hidrazina (DNPH) em HCI (2 mol/L) e 1,0 mL de agua destilada foram adicionados a um
tubo de ensaio sob agitagdo. O tubo foi entdo selado e imerso em banho-maria a 37 °C por
10 min. Apds a incubacéo, o tubo de ensaio foi removido do banho e 5,0 mL de solugao de
NaOH 0,6 mol/L foram adicionados sob agitagdo. A mistura foi entdo deixada em repouso
por 5 min para completar a reagao que confere uma cor amarela a solugcao. A concentragao
de alicina foi determinada medindo a absorbancia a 420 nm usando um espectrofotdmetro
UV-vis. Solugdes de acido piruvico (AP) com concentragdes variando de 0,001 a 0,010 mol
foram usadas como padrdes. Os resultados foram expressos em mol/L de acido pirdvico
por grama de alho no extrato (mmol PA/L).

2.2.4 Impregnacgao de carvao de osso com extrato de alicina

Para o método de impregnacéao, 2,0 g de BBC foram misturados com 20 mL de
extrato de alho. A solugédo foi preparada em um bal&o lacrado e agitada a 180 rpm por 24
h em um shaker (25 °C). Em seguida, a mistura foi filtrada e o material sélido impregnado
foi armazenado em um dessecador por 48 h, de acordo com Beline et al., 2025. Este
material adsorvente foi denominado carvao de osso bovino impregnado com alicina (BBC-
A). BBC-F foi impregnado com alicina pelo mesmo método, sendo assim denominado BBC-
FA.

2.2.5 Caracterizagoes

As caracterizagdes foram realizadas no carvao de osso bovino in natura (BBC),
funcionalizado (BBC-F), in natura com alicina (BBC-A) e funcionalizado com alicina (BBC-
FA), da seguinte forma: Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR), Espectroscopia Raman, Ponto de carga zero (pHPZC), Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) e fisissorcao de nitrogénio pelo método Brunauer—Emmett-Teller (BET).

A analise de FTIR foi conduzida usando um espectrometro Bomen MB-100C26, com
uma faixa de varredura de 400 a 4000 cm'. A analise Raman foi realizada em um
espectrémetro Bruker Raman equipado com um laser de 532 nm e uma poténcia de saida
de 20 mW. Além disso, medidas de adsor¢ao-dessorc¢ao de nitrogénio a 77 K foram usadas
para avaliar a area de superficie especifica e o volume de poros das amostras. Essas
medidas foram realizadas em um sistema Micrometrics ASAP 2020, empregando o método
BET (Brunauer et al., 1938) para determinagéo da area de superficie e o método de ponto
unico a uma presséo relativa (P/Po ) igual a 1,0 para estimar o volume total de poros.

2.2.6 Sintese do efluente hospitalar sintético
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As aguas residuais hospitalares sintéticas (AHS) foram preparadas seguindo a
metodologia descrita por Tiwari et al., 2019. Este método envolve a preparagdo de uma
solugéo salina projetada para simular a composi¢cdo média de AAH reais. A composigao
detalhada do efluente sintético é fornecida na Tabela 1. Cada componente quimico foi
pesado com precisdo usando uma balanga analitica (Bel Engineering M254A) de acordo
com as quantidades especificadas. Em seguida, os reagentes foram transferidos para um
baldo de fundo redondo de 1000 mL e preenchidos com agua destilada. A solugao foi
agitada continuamente até que todos os reagentes estivessem totalmente dissolvidos.
Finalmente, a solugao foi transferida para um frasco Erlenmeyer e esterilizada em uma
autoclave (Prismatec, CS) a 121 °C por 15 min, depois deixada esfriar até a temperatura
ambiente antes do uso.

Tabela 1. Reagentes quimicos e suas concentragbes no HWW sintético

Reagentes ? Concentracido (mg/L)
Na.CO3 428,60
CaCl».2H.0 22.10
ZnCl; 0,23
FeCl, 11,63
KH2 PO, 92,19
CsH1206 938,35
Na;MoO, 2H,0 0,10
(NH4) 2S04 353,57
CuSOq4 0,07
MnSO4.H20 0,12
Co0S04.7H20 0,48
MgSO, 34,68

a A glicose foi usada como fonte de carbono para fornecer uma demanda quimica
de oxigénio semelhante a das aguas residuais.
Fonte: adaptado de Tiwari et al., 2019.

2.2.7 Analise microbiolodgica: adsorcao de E. coli

Para a adsorcao de E. coli , BBC-A e BBC-FA foram testados como adsorventes
devido ao potencial antimicrobiano da alicina impregnada de acordo com Beline et al., 2025.
Variagcdes de massa de 100 mg a 400 mg de adsorvente foram testadas 4rlenmeyerdte e
adicionado a 30 mL de efluente hospitalar sintético (HWW) previamente inoculado com
E.coli na concentragdo de 10* UFC/mL (unidades formadoras de coldnias por mL). A
suspensao foi colocada em um 4rlenmeyer e mantida a 25 °C sob agitagao (120 rpm) por
24 h (agitador orbital CT-712, Cientec , Brasil). Apoés o tratamento, a atividade
antimicrobiana dos materiais foi avaliada pela analise de uma aliquota da amostra. Para
avaliar a redugdo da carga microbiana, uma aliquota de 100 uL foi coletada, realizada
diluicdo seriada e 20 uL transferidos para uma placa de meio de cultura. As placas foram
entao incubadas a 35 °C por 24 h, apés o que o numero de UFC foi contado de acordo com
Reed; Reed, 1948. Os resultados foram expressos em UFC/mL de acordo com a Eq. 1 e
a eficiéncia de remocgéao ® foi determinada de acordo com a Eq. 2.

1
Nimero de Colbnias (CFU/mL) = G ' 10° 1
onde G representa o crescimento bacteriano médio; D é a diluicao de UFC contaveis.
Co — Cf

Eficiéncia de remogéo (%) = x 100 2

Co

Anais Eletronico XIV EPCC
UNICESUMAR - Universidade Cesumar @UniCesumar



27a31 de outubro de 2025

onde Co e Crsao o logio (UFC/mL) do controle positivo e apds o tratamento de adsorgéo
proposto, respectivamente.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 RESULTADOS DA CARACTERIZAGAO

As imagens obtidas por MEV de BBC, BBC-A, BBC-F e BBC-FA sdo mostradas na
Figura 1.

p——t

20 pm

Figura 1. Imagens MEV da BBC (a), BBC-A (b), BBC-F (c) e BBC-FA (d)
Fonte: Dados da pesquisa.

A analise da Figura 1 permite observar que todas as amostras apresentaram
particulas de formato irregular, com superficie rugosa e aspecto poroso, ja esperado em
carvdes de 0sso bovino, nao tratado ou funcionalizado (Maeda et al., 2024). No entanto,
em todas as amostras, exceto na BBC in natura (a), observa-se uma cobertura lisa,
atribuida aos compostos acidos ou alicina aderidos durante a etapa de funcionalizagao.
Essa tendéncia também foi relatada por Alvarino et al., 2023 para um material de carvao
ativado de babacgu.

Os resultados da fisissor¢ao de N2a 77 K para BBC, BBC-A, BBC-F e BCC-FA sao
mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Area superficial especifica e volume e didmetro dos poros para BBC, BBC-A,
BBC-F e BCC-FA

Amostra BBC BBC-A BBC-F BBC-FA
Area de superficie especifica 83,97 26.27 87,36 31,96
(m?/g)
Diametro médio dos poros 11,87 21.18 11.27 16,67
(hm)
Volume total de poros (cm?/g) 0,249 0,139 0,246 0,133
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Volume de microporos 0,003 0,002 0,004 0,001
(cm?/g)
Fonte: Dados da pesquisa.

As amostras BBC e BBC-F apresentaram areas superficiais semelhantes, enquanto
BBC-A e BBC-FA (com alicina) tiveram reducéo de cerca de trés vezes. Essa diminuicao
foi atribuida ao bloqueio de poros pelas moléculas de alicina, evidenciado por MEV (Figura
1), bem como pela redugdo de ~50% no volume e didmetro médio dos poros. Resultados
semelhantes foram observados em outros carvoes com alicina, como os de babacu e
bagaco de cana (Alvarino et al., 2023; Beline et al., 2025), enquanto valores para carvao
bovino ndo modificado permaneceram constantes (Maeda et al., 2024).

Todas as amostras apresentaram estrutura mesoporosa, com volume insignificante
de microporos (Tabela 2). A funcionalizagdo com HNO; n&o alterou significativamente as
propriedades superficiais, mas modificagdes quimicas foram detectadas por FTIR (Figura
2).

BBC-A

™ ‘“\ s - BBC-F

Y W2

Intensity (a.u.)

BBC-FA

1032jem™
580 ey 1440 em™ 12012 em™! 3400 cm™?

T T T T T T T T
400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 4000

Wavenumber (cm )

Figura 2. Espectros de FTIR de amostras BBC, BBC-A, BBC-F e BBC-FA
Fonte: Dados da pesquisa.

Os espectros de FTIR das amostras de carvdo de osso revelaram diferengcas e
similaridades importantes que refletem a funcionalizagao da superficie e a impregnacgao de
alicina. Uma banda larga centrada em ~3400 cm foi observada em todas as amostras,
associada a vibragdes de estiramento de OH da agua adsorvida e/ou de grupos hidroxila
de superficie (Cechinel et al., 2014). Essa banda foi notavelmente mais intensa nas
amostras oxidadas (BBC-F) e combinadas (BBC-FA), sugerindo um aumento na densidade
de hidroxila de superficie apds o tratamento com acido nitrico. Na regido de ~2900cm-',
bandas fracas de estiramento de CH foram detectadas na amostra BBC, provavelmente
devido a cadeias alifaticas residuais de matéria organica na matéria-prima imaculada (Xue
et al., 2024). Esse sinal diminuiu ou desapareceu apos tratamentos de superficie,
consistente com a remogéao oxidativa de residuos organicos (Gaudreault, 2005; Mohammad
-Khah; Ansari, 2009).

Entre 1600-1000 cm™, observaram-se mudancgas estruturais significativas. Uma
banda comum a todas as amostras (~1600 cm™) foi atribuida a vibragdes C=0 ou C=C (Li
et al., 2024). Nos carvdoes BBC-F e BBC-FA, essa banda se deslocou e intensificou-se
(~1700 cm™), indicando formagéao de grupos acido carboxilico. Uma nova banda em 1540
cm™ surgiu apenas nessas amostras, relacionada a grupos nitro (NO,), evidenciando a
nitragao promovida pelo HNO; (Alvarino et al., 2023).

Na faixa de 1030-1100 cm™, as vibragdes de CO e S=0 indicaram funcgoes
oxigenadas em BBC e BBC-F, e a presenca de grupos sulféxido em BBC-A e BBC-FA,
oriundos da alicina. Adicionalmente, bandas entre 600—700 cm™ revelaram vibragées CS,
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caracteristicas de materiais modificados por alicina, embora com baixa intensidade,
possivelmente devido a sobreposicdo com a matriz do carvao ou baixa concentracéo
(Alvarino et al., 2023; Beline et al., 2025; Bhattacharya et al., 2022; Borlinghaus et al., 2014).

De forma geral, as analises por FTIR e Raman (Figura 3) confirmaram as
transformacdes fisico-quimicas ocorridas durante a sintese dos materiais.

BBC-F

BBC

Counts (a.u.)

BBC-FA

/
— ~—

T T T T T T T T
V] 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
Raman shift (cm ")

Figura 3. Deslocamento Raman para BBC, BBC-A, BBC-F, BBC-FA
Fonte: Dados da pesquisa.

As amostras apresentaram as bandas tipicas de materiais carbonaceos: banda D
(~1350 cm™), ligada a desordem estrutural, e banda G (~1580 cm™), associada a dominios
grafiticos com ligagcées C=C. A razao ID/IG e a proporgao sp?/sp® confirmaram a estrutura
parcialmente desordenada do biocarvao (Xue et al., 2024).

A funcionalizagao acida aumentou a intensidade da banda D em BBC-F e BBC-FA,
indicando maior desordem e presenga de grupos oxigenados. Ja as amostras com alicina
mostraram sinais sutis de grupos com enxofre, com baixa intensidade, possivelmente
devido a concentragao superficial limitada ou sobreposigéo de sinais.

O pHpcz para BBC, BBC-A, BBC-F e BBC-FA é mostrado na Figura 4.

—8— BBC
3 B —e— BBC-A
h —+— BBC-F

¥v— BBC-FA

4pH

-3 T T T T T T T T T T T
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

PH g1

Figura 4. pH do ponto de carga zero para BBC, BBC-A, BBC-F e BBC-FA.
Fonte: Dados da pesquisa.

O pHezc de todos os adsorventes sintetizados variou entre 7,0 e 8,0 (Figura 4),
indicando que, em condigdes tipicas de estagbes de tratamento de aguas residuais (pH ~
7,0), a superficie dos materiais € essencialmente neutra. Como resultado, a adsorgéo de
Escherichia coli provavelmente ocorre por mecanismos diferentes de interacdes
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eletrostaticas, uma vez que n&do ha carga superficial liquida significativa nesses pHs
(Alvarino et al., 2023; Beline et al., 2025).

3.2 RESULTADOS DA DESINFECGCAO MICROBIOLOGICA

Os ensaios microbianos revelaram um contraste marcante no desempenho
antimicrobiano entre BBC-A e BBC-FA, os dois materiais funcionalizados com alicina que
foram analisados (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados da avaliagao antibacteriana dos experimentos de

adsorgao
Parametro BBC-A BBC-FA
UFC/mL (controle) 7.85E8 1.92E11
Log1o unidades (controle) 8,89 11,28
UFC/mL (300 mg) 3.35E11 2,51E8
Log1o unidades (300 mg) 11,52 8,40
Logiounidades >2,63 2,88
% Eficiéncia de remogao >29,58 25,53
UFC/mL (400 mg) 0,84E11 9.7E5
Log1o unidades (400 mg) 10,92 5,97
Logio unidades remocéao >2,03 5.31
% Eficiéncia de remocgao >22,83 52,93
Valores com um sinal > na frente significam um aumento em vez de uma
diminuigao.

Fonte: Dados da pesquisa.

O carvao de osso funcionalizado com acido nitrico e alicina (BBC-FA) exibiu
excelente atividade antibacteriana contra E.coli, especialmente na dosagem de 400 mg,
alcangando uma redugéao notavel no crescimento bacteriano (~53%). Este tratamento levou
a uma redugao de 5,97 Logio nas contagens de E.coli, com valores significativamente
menores de UFC/mL (9,7 E®) em comparagdo com as amostras de controle. Em contraste,
o carvao BBC-A apresentou resultados inesperados e preocupantes. Todas as amostras
BBC-A apresentaram contagens bacterianas maiores que as dos controles, atingindo até
3,4E' UFC/ mL. Isso sugere que, na auséncia de funcionalizagdo com &cido nitrico, o
material nao apenas falhou em inibir o crescimento bacteriano, mas pode ter promovido a
proliferagao de E. coli. Nenhum outro resultado relatado foi encontrado que corrobore com
esses achados (Alvarino et al., 2023; Beline et al., 2025; Ribeiro et al., 2024), uma vez que
0s mecanismos antibacterianos da alicina deveriam ter inibido o crescimento bacteriano
(Marchese et al., 2016; Rabinkov et al., 1998; Thakur et al., 2024).

4 CONCLUSAO

Este estudo desenvolveu e caracterizou com sucesso materiais a base de carvao de
0ss0 bovino funcionalizados com acido nitrico e/ou impregnados com alicina para potencial
aplicagao na desinfecgado de aguas residuais hospitalares. Analises morfoldgicas, fisico-
quimicas e espectroscopicas (MEV, BET, FTIR, Raman e pHpzc) demonstraram que o
tratamento acido introduziu grupos funcionais oxigenados e aumentou a desordem da
superficie, enquanto a impregnagdo com alicina reduziu significativamente a area
superficial especifica e a porosidade devido a cobertura e ao bloqueio dos poros. As
analises de FTIR e Raman confirmaram a incorporacao de grupos contendo enxofre da
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alicina e grupos nitro do tratamento acido, revelando modificacdes substanciais na
superficie.

Ensaios microbiologicos com Escherichia coli mostraram que o tratamento
combinado (BBC-FA) resultou em melhor desempenho antibacteriano, alcangando uma
reducédo de 5,31 Logio e uma eficiéncia de remogédo de 53%. Em contraste, o material
impregnado apenas com alicina (BBC-A) apresentou inesperadamente proliferagao
bacteriana, sugerindo que a funcionalizagdo do acido nitrico € uma etapa crucial para
alcancar e estabilizar os efeitos antimicrobianos da alicina em superficies de biocarvao.

Em conclusao, esses resultados destacam a importancia de estratégias sinérgicas
de funcionalizacdo de superficies para otimizar o desempenho de desinfeccdo de
adsorventes a base de carbono. A amostra BBC-FA demonstrou potencial promissor como
alternativa sustentavel e de baixo custo para o controle microbiano em sistemas de
tratamento de aguas residuais, podendo ser aplicado na etapa tercirial e eliminar a
necessidade de uso de produtos quimicos ou antibibticos, especialmente em efluentes
relacionados a assisténcia a saude.
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