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RESUMO

DA COSTA, T. R. Estudos de Biofilmes Microbianos em Membranas de Osmose Reversa
2016. 161 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Sistemas de membranas filtrantes, principalmente os de osmose reversa, estdo sendo cada
vez mais utilizados em diversos seguimentos de empresas (farmacéutica, tratamento de agua,
alimenticia e quimica), devido a diminuicdo do preco dos elementos filtrantes e da alta qualidade
do produto obtido. O biofouling corresponde a um tipo de fouling inevitavel, caracterizado pelo
crescimento de microrganismos na superficie das membranas e liberacdao de EPS pelos mesmos;
por isso, um melhor conhecimento sobre estas estruturas é necessario. O presente trabalho teve
como objetivo caracterizar o biofouling em diferentes membranas de osmose reversa colmatadas
de diferentes industrias pela técnica da autopsia e comparar com resultados obtidos com
biofilmes de cultura pura formados em membranas de osmose reversa; além de verificar a
influéncia de biofilmes na deposicao de sais e acdo de compostos quimicos utilizados na limpeza
quimica de membranas nos mesmos. A autopsia dos elementos colmatados mostrou uma grande
quantidade de células vidveis porém, com concentracbes de carboidratos muito baixas;
diferentemente do que ocorreu quando biofilmes de cultura pura isolados destas membranas
foram analisados, apresentando correlacdes fortes entre quantidade de células viaveis e
macromoléculas como proteinas e, principalmente, carboidratos. Com relacdo a influéncia dos
biofilmes na deposicdo de sais, dois dos quatro biofilmes de cultura pura apresentaram
incorporacgdo de bario em sua estrutura (revelado por anélises de fluorescéncia de raios X), esta
incorporacdo, provavelmente, ocorreu por troca iénica e ndo pela deposicao de sulfato de bario.
Compostos como hidréxido de sodio (pH = 12) e acido cloridrico (pH = 2) apresentaram bons
resultados na diminuicdo de células viaveis porém, a recuperacao dos microrganismos foi menor
com a utilizacdo do acido. Os compostos EDTA e SDS nao foram eficazes na diminuicdo de
viaveis.

Palavras-chave: Biofouling. Osmose Reversa. Autdpsia de Membranas. Limpeza Quimica de
Membranas.



ABSTRACT

DA COSTA, T. R . Biofilms Microbial studies in Reverse Osmosis Membranes. 2016. 161 p.
Ph.D. Thesis (Microbiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2016.

Systems of filter membranes, especially reverse osmosis, are being increasingly used in
various segments of companies (pharmaceutical, water treatment, food and chemical industries)
due to the decrease in the price of the filter elements and high quality of the product. The
biofouling corresponds to a type of inevitable fouling characterized by growth of microorganisms
on the surface of the membrane and release of EPS by them; so a better understanding of these
structures is necessary. This study aimed to characterize the biofouling in different reverse
osmosis membranes addressed from different industries by the technique of autopsy and
compared with results obtained with pure culture biofilms in reverse osmosis membranes; and to
verify the influence of biofilms in the deposition of salts and action of chemical compounds used
in chemical cleaning of membranes in them. The autopsy of clogged elements showed a lot of
viable cells but with very low carbohydrate concentrations; unlike what occurred when biofilms
isolated pure culture of these membranes were analyzed, showing strong correlation between
number of viable cells and macromolecules such as proteins and especially carbohydrates.
Regarding the influence of biofilms in the deposition of salts, two of the four pure culture
biofilms showed barium incorporation in its structure (revealed by fluorescence analysis X-ray),
this merger probably occurred by ion exchange and not by deposition barium sulfate. Compounds
such as sodium hydroxide (pH = 12) and hydrochloric acid (pH = 2) showed good results in the
decrease of viable cells however, the recovery of microorganisms was lower with use of the acid.
EDTA and SDS compounds were not effective in reducing viable.

Keywords: Biofouling. Reverse osmosis. Membrane Autopsy. Membranes cleaning chemicals.
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1 INTRODUCAO
11 MEMBRANAS FILTRANTES

O processo de filtracdo por membranas € um processo em que a membrana € usada como
uma barreira fisica seletiva para separar compostos, aplicando-se uma forca dirigida através da
membrana. Em um sistema de membranas, a corrente de dgua da alimentacdo € separada em
duas, o produto ou permeado, contendo solutos que passaram através da membrana, e 0
concentrado, contendo solutos e particulas rejeitadas pela mesma (MALLEVIALLE;
ODENDAAL; WIESNER, 1996).

A histéria recente das membranas filtrantes comegou 250 anos atras com o clérigo francés
Abbe Nollet, quando ele observou o transporte de dgua através da bexiga de porco que cobriaum
jarro contendo vinho (LONSDALE, 1982). Cem anos mais tarde, em 1867, Moritz Traube
preparou a primeira membrana artificial (TRAUBE, 1867). Em 1950, Hassler introduziu o
primeiro conceito de dessalinizacdo por membranas (GLATER, 1998). No final de 1950, a base
para a osmose reversa atual foi estabelecida por pesquisas com membranas de acetato de celulose
feitas por Reid e Breton (1959) e Loeb e Sourirajan (1960,1963). Reid e Breton foram os
primeiros a demonstrar que filmes de acetato de celulose poderiam produzir &gua potavel a partir
de solucdes salinas. Loeb e Sourirajan (1963) inventaram as membranas assimétricas de acetato
de celulose com alta rejeicdo de sais e bom fluxo de &gua, tornando pratica a dessalinizagdo por
membranas. O primeiro elemento em espiral foi desenvolvido pela empresa General Atomics em
1963. Em 1970, membranas de filme fino, onde uma camada ultrafina separadora de poliamida
foi depositada sobre um suporte de membrana de ultrafiltracdo foram desenvolvidas,
proporcionando um maior fluxo de agua, maior rejeicdo de sais e com pressdo de alimentagdo
bem inferior a de membranas de acetato de celulose (BODDEKER, 1995).

Sistemas de membranas podem ser classificados considerando os seguintes parametros:
forca motriz, mecanismo de separacdo e propriedades de rejeicdo. No caso de processos de
membranas por pressdo, a forca motriz é a diferenca de presséo através da membrana. Exemplos
de processos de separacdo por membranas que utilizam a pressdo como forca motriz incluem:
microfiltracdo, ultrafiltracdo, nanofiltracdo e osmose reversa. Uma subclassificagéo, geralmente
adotada na pratica, classifica as membranas de microfiltracdo e ultrafiltracdo como processos de
separacdo de baixa pressdo, e membranas de nanofiltracdo e osmose reversa como processos de
separacdo de alta pressdo. Microfiltracdo separa particulas com tamanhos de 0,1 — 0,5
micrometros e ultrafiltracdo separa particulas de 0,005 — 0,05 micrémetros. Membranas de
nanofiltracdo sdo utilizadas para a retengdo de ions bivalentes, compostos orgénicos e

inorganicos com peso molecular maior do que cerca de 200 D. Membranas de 0smose reversa
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retém ions monovalentes (99% de retencdo) e constituem as membranas classicas de
dessalinizagdo. Osmose reversa e nanofiltracdo séo processos de separa¢do por membranas em
que a membrana densa permite a difusdo do solvente e do soluto. Sais, compostos de baixo peso
molecular e particulas séo rejeitados fisicamente ou por exclusdo de carga na superficie da

membrana, resultando na separacdo destes compostos da &gua (LI, 1990).

12  OSMOSE REVERSA

Osmose reversa é um processo que utiliza membranas semipermeaveis que rejeitam
constituintes dissolvidos presentes na agua de alimentacdo. Esta rejeicdo ocorre devido a
exclusdo por tamanho, exclusdo por carga e interacfes fisico-quimicas entre soluto, solvente e
membrana (RADJENOVIC et al., 2008). A eficiéncia do processo depende de parametros
operacionais, propriedades da membrana e da dgua de alimentacdo. Os tipos de modulos mais
comercializados sdo os com configuracdo em espiral e fibra oca; estes Gltimos, possuem uma
maior area de membrana e uma maior producdo de permeado, mas s80 mais propensos a
formacéo de fouling (MALAEB e AYOUB, 2011).

A agua de alimentacdo entra sob pressdo nos elementos de membrana, gerando duas
correntes: o permeado, que representa o fluxo de agua que atravessou/permeou as membranas,
representando a agua purificada; e o concentrado, que representa o fluxo de &gua com materiais
rejeitados pelas mesmas (Figura 1). Estas membranas possuem a capacidade de reter ions
monovalentes e permitem a passagem de moléculas de agua. Os materiais mais comuns utilizados
na fabricacdo das membranas sdo: acetato de celulose, poliamidas e outros polimeros (GARUD
et al., 2011). Osmose reversa é um processo baseado em tecnologias de membranas utilizadas
para a dessalinizacdo. A utilizacdo destas membranas na dessalinizacdo da dgua do mar e reuso
de aguas sdo consideradas solucdes promissoras para aumentar a disponibilidade de agua para
consumo (LEE et al., 2010).
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Alimentagao Concentrado

Membrana semi-permeavel

Permeado

Figura 1 - Geracdo de duas correntes a partir da agua de alimentacao.
Fonte: Adaptado de VVrouwenvelder (2009).

1.2.1 Osmose Reversa: Utilizacdo e Vantagens

O processo de osmose reversa € utilizado nas mais diversas atividades como: no
tratamento de aguas residuarias municipais (remocdo de solidos dissolvidos), na remocédo de
organicos e poluentes organicos de aguas residuarias, na separacdo e concentracdo (recuperacao)
de diversos solutos e no tratamento de efluentes de diversos setores industriais (quimico,
petroquimico, eletroquimico, alimentos, papéis) (SANTOYO et al., 2004).

Sistemas de osmose reversa também estdo sendo utilizados para a remocao de matéria
organica como: aditivos plasticos, pesticidas, compostos farmacéuticos, benzeno e tolueno. (XU
et. al., 2005).

As principais vantagens na utilizagdo desses sistemas s&o: facilidade de operagéo e
manutencg&o, poluentes inorganicos e organicos podem ser removidos simultaneamente, utilizam
menos energia, quando comparados com outras tecnologias (3-9,4 Kwh/m® de produto),
normalmente operam na temperatura ambiente, reduzindo problemas de incrustagéo e corroséo,
a estrutura modular deste processo aumenta a flexibilidade na construcéo das plantas, além da
possibilidade do funcionamento em conjunto com outros processos (oxidagdo, adsorgéo,
tratamentos bioldgicos e outros) para produzir, por exemplo, aguas de reuso (GARUD et al.,
2011).
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1.2.2 Elementos de Membrana de Osmose Reversa de Configuragdo Espiral
1.2.2.1 Estrutura e Materiais para Fabricagdo de Membranas

Em principio, qualquer material que permita a sintese de filmes com porosidade
controlada pode ser utilizado para a fabricacdo de membranas. Na prética, entretanto, 0 mercado
de saneamento béasico é dominado por membranas fabricadas com polimeros organicos. O alto
custo de fabricacdo ainda restringe o uso de membranas inorgénicas (ceramicas de éxidos de
zirconio, aluminio ou titanio, aco inoxidavel) a nicho de mercado que envolve tratamento de
solugdes agressivas (pH muito baixo ou muito alto, solu¢des oxidantes), de altas temperaturas ou
de alto valor agregado (SCHNEIDER; TSUTIYA,2001).

As membranas produzidas e utilizadas atualmente sdo as chamadas membranas de
terceira geracdo ou membranas compostas. Estas membranas consistem em uma camada fina de
polimero depositada em um ou mais suportes porosos (o polimero destes suportes porosos €
quase sempre diferente do polimero da membrana). A figura 2 mostra um esquema deste tipo de
membrana. A fina camada, que corresponde & membrana, determina o fluxo e as caracteristicas
de separacéo, os polimeros abaixo da membrana servem apenas Como um suporte mecanico, nao
afetando as propriedades de transporte da mesma. O polimero que forma a membrana é

extremamente fino (0,2 um ou menos), permitindo um alto fluxo de 4&gua (BAKER, 1990).
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Figura 2 - Representacdo de uma folha de membrana assimétrica de osmose reversa. A membrana em
si representa apenas 1% da espessura do suporte poroso.
Fonte: Adaptado de Bergman (2007).

Nos elementos de membrana de configuracdo espiral, folhas de membranas sdo enroladas
em volta de um tubo perfurado denominado coletor de permeado (Figura 3). Para que este sistema
seja funcional é necessario garantir a alimentacdo continua com agua sob pressGes que podem
atingir até 90 bar na dessalinizacdo de &gua do mar, a remoc¢do continua do permeado e a
separacdo dos canais de alimentacdo, onde circula agua bruta, do canal de permeado, por onde

escoa a agua filtrada na pressdo atmosférica.
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Figura 3 - Médulo de membrana em espiral. Fonte: Adaptado de Wagner (2001).

Para maximizar a quantidade area de membrana por volume, as folhas planas de
membrana de osmose sdo acondicionadas em pacotes. Cada pacote consiste de duas folhas de
membranas separadas por um espacador de permeado, sendo que o verso da membrana fica em
contato com o espacador. Para garantir a estanqueidade do canal de permeado, as membranas séo
coladas nos trés vértices formando um envelope; o vértice que ndo foi colado é conectado ao
tubo coletor, de forma que o permeado possa escoar para o tubo (Figura 4). Um elemento de
membrana contém um grande numero destes envelopes, que sdo separados entre si pelo
espacador de alimentacdo. O espacador de alimentacdo é uma tela bem mais aberta do que o
espacador de permeado, e tem como fungdo, manter o canal de alimentacdo aberto no elemento
e gerar turbuléncia e mistura, aumentando o transporte de massa préximo da superficie da
membrana, removendo 0os compostos rejeitados pela mesma (Figura 5). O escoamento da agua
de alimentacdo, do permeado e do concentrado em um envelope de membrana é mostrado na

figura 6.
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Figura 4 - Elemento aberto de osmose reversa mostrando um envelope de membrana. As setas
vermelhas indicam os vértices que foram colados e a seta preta, indica o vértice que néo
foi colado e estd em conexdo com o canal de permeado.

Figura 5 - Elemento de osmose reversa fechado (A) e apds abertura do elemento em (B). A coloracédo
escura dos envelopes de membrana se deve ao acUmulo de depdsitos em suas superficies
(fouling). O espagador de alimentacéo (C) localiza-se entre os envelopes de  membrana
gerando turbuléncia e mistura. O espacgador de permeado (D) é uma tela muito fina que se
localiza dentro de cada envelope de membrana.
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Figura 6 - Esquema do fluxo de &gua da alimentacdo, do permeado e do concentrado em um envelope
de membrana. O fluxo de agua de alimentacdo dentro de um elemento é tangencial a
membrana. O permeado se difunde pela membrana e escoa dentro do envelope para o
coletor de permeado (setas escuras).

Fonte: Schwinge et al., 2004.

1.2.2.2Descrigdo de um Processo de Osmose Reversa

Plantas com elementos de membranas de osmose reversa na configuragdo espiral,
frequentemente, utilizam varios estagios de processo. O nimero de elementos utilizados é uma
funcdo da producdo desejada. Estas plantas podem ser configuradas em uma variedade de
arranjos de um Unico passo, ou varios arranjos, com recirculacéo de permeado (MULDER, 1996).

A escolha entre as varias configuracGes depende do critério utilizado pelo comprador,
assim como a eficiéncia de separacdo requerida, o tipo e volume do fluido a ser processado e do
tamanho da planta (MACINTOSH, 2002).

Os elementos de membranas sdo combinados em série dentro dos vasos de pressao, e
estes, sdo dispostos em paralelo para formar um estdgio (Figura 7). Estes estagios sdo
combinados em série para formar arranjos. Dependendo do tamanho da planta e da producéo
desejada, existem trés configuragdes principais de arranjos de osmose reversa (SCHWINGE et
al., 2004). A figura 8 mostra os trés principais arranjos de osmose reversa. O arranjo 8(a) é
realizado conectando véarios vasos de pressdo em série. Esta configuragdo é limitada pelo
potencial de formacgéo de fouling devido ao grande fluxo de agua da alimentacdo e pela bomba
de pressdo que limita o tamanho dos vasos. Como a pressédo de alimentacao fornecida pela bomba
é igual em todos os vasos (na realidade ela € um pouco menor nos vasos subseqiientes, devido a
perda de carga nos canais de alimentacdo), a forca-motriz da filtracdo diminui nos vasos
subsequentes devido ao aumento progressivo da pressao osmatica do concentrado, causando uma

reducdo da taxa de transferéncia de massa e aumento na formacéo de fouling (FAZILET, 2000).
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Arranjos em paralelo como mostrado na figura 8(b), consistem em um ndmero de vasos de
pressao em paralelo e sdo capazes de acomodar um maior nimero de elementos. O comprimento
total dos vasos de pressdo € limitado no arranjo em série. Quando o fluxo da alimentacdo é
reduzido significativamente ao longo dos vasos de pressdo, devido a permeacdo, a configuracédo
do arranjo conico, como é mostrada na figura 8(c) é utilizada. Esta é uma melhor opg¢éo de
projeto, pois permite uma reducdo da area transversal ao longo do comprimento do vaso de
pressdo proporcional a reducdo da taxa de fluxo. Este arranjo é, as vezes, chamado de “arvore de
natal” (MULDER, 1996). Apesar de mais capaz de lidar com fluxos de alimentacéo reduzidos, o
arranjo conico pode requerer altas pressdes antes do primeiro estagio. O aumento da
concentracdo pode também reduzir a pressao a niveis muito baixos; nestes casos, bombas inter
estagios, como mostrado na figura 8(d), sdo usadas para aumentar a pressao e assim melhorar a
transferéncia de massa (SCHWINGE et al.,2004).

- 7 =
‘1 I B
]
Elementos Médulos Vasos de Pressao Sistema de Osmose
de Reversa
Membranas

Figura 7 - Unidades bésicas que integram um sistema de osmose reversa.
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Figura 8 - Diferentes arranjos de sistemas de osmose reversa: (a) arranjo em série, (b) arranjo em
paralelo, (c) arranjo conico e (d) arranjo conico com bombas entre 0s estagios.
Fonte: Macintosh (2002).

1.3 CONCENTRACAO POLARIZACAO

A formacdo de depositos é suportada pela concentracdo polarizagdo da corrente de
alimentacdo diretamente na superficie da membrana. Uma vez que a solucdo passa através de
uma membrana seletiva que separa componentes da solucdo, a concentracdo dos compostos
separados comeca a aumentar na superficie da membrana. Este fendmeno ndo ocorre apenas em
membranas de osmose reversa, mas também, em outros tipos de membranas. A figura 9 mostra
0 principio da concentracdo polarizacdo em uma membrana com fluxo tangencial, como em
membranas de osmose reversa. A figura mostra que a concentracdo aumenta até a uma certa

distancia (rB) chamada ‘boundary layer’.
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Figura 9 - Perfil da concentracdo de sais dissolvidos e solidos suspensos da &gua de alimentagdo (CF)
para a superficie da membrana (CM).

A espessura da camada de concentracdo polarizacdo é altamente dependente da turbuléncia da
corrente de alimentacdo. Quanto mais turbuléncia ocorrer no fluxo de alimentacdo, mais fina serd
a camada. Este fenbmeno € um estagio preliminar para ocorréncia do fouling e incrustacao,
devendo ser controlado. Um controle efetivo é a turbuléncia do fluxo de alimentacéo criada pela
alta velocidade do fluxo e um espacador com design apropriado. Um alto fluxo de permeado
aumenta a camada de concentracdo polarizacao; o fluxo ou a pressao aplicada, ndo deve exceder
a um valor limite, enquanto que a velocidade do fluxo da corrente de alimentacdo, ndo deve ser
inferior a um certo limite. O fendmeno ilustrado na figura 9 também diminui a rejeicdo de sais e
o fluxo de permeado, devido a concentracdo existente, assim como, uma maior pressao osmatica
na superficie da membrana do que na solucdo de alimentagdo (KOLK et al., 2013).

A concentracéo polarizacdo néo inclui a formagéao de tortas de filtro, de camadas de gel,
de sais precipitados ou de biofilmes microbianos, que sdo conseqiiéncias da formacao da camada
de concentragdo polarizacdo (SCHNEIDER; TSUTIYA, 2001).

O fendbmeno da concentragdo polarizacdo € indesejavel por trés razfes: primeiro, a
pressdo osmotica perto da superficie da membrana aumenta, sendo necessario um aumento de

pressdo para manter o fluxo de permeado; segundo, com este fenGmeno, ocorre um aumento da
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concentracdo do soluto no permeado e, terceiro, ocorre um aumento na probabilidade de
formagéo de fouling.

O fendbmeno concentracao polarizacdo ndo é considerado como fouling, pois embora seja
responsavel pelo declinio do fluxo de permeado, uma vez cessado o processo de filtracdo, o
fendmeno desaparece (SHIRAZI et al., 2010).

1.4  FOULING DE MEMBRANAS

O maior problema em processos de osmose reversa € o rapido declinio do fluxo de
permeado com o tempo, devido ao fouling de membranas.

A operagdo de sistemas de membranas pode ocorrer com fluxo constante de permeado
com pressdo transmembrana variavel (TMP) ou, com TMP constante e fluxo de permeado
varidvel. As membranas utilizadas no tratamento de agua e reuso sdo categorizadas em:
membranas de baixa pressao (microfiltracdo e ultrafiltracdo operadas com pressdes geralmente
inferiores a 100 — 200 kPa) e de altas pressdes (nanofiltracdo e osmose reversa operadas com
pressdo superior a 200 kPa) (GUO et al., 2012).

O fouling de membranas se manifesta como um aumento da TMP para manter um fluxo
de permeado determinado ou, como uma queda do fluxo, quando o sistema € operado a pressdo
constante. Sdo classificados como fouling reversivel ou irreversivel e, esta classificacéo,
dependerd do modo de operacéo e limpeza dos sistemas de membranas. Fouling reversivel ocorre
devido a formacdo da camada de torta de materiais rejeitados pela superficie das membranas. A
recuperacdo do fluxo de permeado nesses casos ocorre por retrolavagem, nos sistemas de
microfiltracdo e ultrafiltracdo, e limpeza quimica, em sistemas de nanofiltracdo e osmose reversa.
Fouling irreversivel caracteriza-se por mecanismos de quimiossorcao e obstrucdo dos poros e o
fluxo de permeado ndo é recuperado por retrolavagem e limpeza quimica. Neste caso, as
membranas precisam ser tratadas extensivamente com produtos de limpeza quimica ou devem
ser substituidas por novos elementos (GUO et al., 2012).

A formacéo do fouling é causada por uma complexa interagéo fisica e quimica entre seus
varios constituintes e entre estes e a superficie das membranas. O transporte de massa pode
conduzir a adesdo, acumulacdo ou adsorcdo de materiais nas membranas e/ou dentro dos poros
das mesmas. De acordo com Li e Elimelech (2004), o fouling de membranas e suas caracteristicas
sdo determinados pela composicdo da agua de alimentacdo, a concentracdo dos principais
constituintes, a quimica da &gua (pH, forca ibnica, e concentragdo de cations divalentes),
propriedades da membrana (morfologia da superficie, hidrofobicidade, carga e tamanhos de

moléculas retidas), temperatura, modo de operacao e condi¢des hidrodinamicas (fluxo inicial de
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permeado e velocidade de escoamento). Por isso, qualquer fator que possa mudar as
caracteristicas hidrodindmicas da membrana e as caracteristicas quimicas da agua de alimentacao
podera afetar toda a performance da membrana (ZHOU; SMITH, 2002). Consequentemente, 0s
efeitos quimicos e fisicos irdo controlar o grau de deposicdo, assim como, irdo determinar a
severidade do fouling e qual estratégia serd efetiva no seu controle (PEARCE, 2007).
Normalmente, o fouling pode ser classificado em quatro categorias: particulado, organico,
inorganico e microbiolégico (biofouling). A tabela 1 mostra os tipos de fouling e suas

conseqiiéncias em sistemas de osmose reversa.



Tabela 1 - Tipos e caracteristicas de fouling e consequencias destes em sistemas de osmose reversa.
Fonte: Adaptado de PENA, et al., 2013.

Tipo de Fouling

Composic¢ado Quimica

Caracteristicas

Problemas

Biofilme/Matéria

Organica

Material coloidal

Inorganico

Metais

Derivados de

proteinas/carboidratos.

Grande quantidade de

microrganismaos.

Mais de 90%

(aluminossilicatos)

Carbonato de calcio,
fosfato de célcio,

sulfato de calcio,

sulfato de bario e silica”

Ferro, aluminio,

manganés

Viscoso.

Conglomerado de
pequenas particulas.

Formas cristalinas
exceto para silica,

gue é amorfa.

Deposito amorfo.

Aumenta a AP e
passagem de sais,
diminui o fluxo de

permeado. Mais

frequente nos

primeiros elementos.

Aumenta a AP e
diminui o fluxo de
permeado.
Gradualmente, afeta
todas as membranas
do vaso comegando
pelos primeiros.
Deficiéncia no pré-

tratamento.

Diminuicéo da
rejeicdo de sais e do
fluxo de permeado.
Geralmente afetam

0s Ultimos elementos

do vaso.

Diminuicéo do fluxo.
Deficiéncia no pré-

tratamento.

34

* Silica foi incluida no grupo dos inorganicos, devido a dificuldade em se distinguir silica coloidal e silica

precipitada.
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2 OBJETIVO DA TESE
O objetivo central desta tese é a andlise do fouling de membranas de osmose reversa

(utilizando a técnica da autdpsia, com o intuito de verificar a causa da colmatacdo de diferentes

elementos utilizados em setores industriais diversificados e, por meio disso, testar diferentes

produtos quimicos como: acidos, bases, surfactantes e agentes quelantes, individualmente e

combinados, em diferentes tempos, para a verificagdo da remocao do fouling nestas membranas)

e, analise do biofouling formado nestas membranas (comparacgdo das estruturas dos biofilmes

formados em sistemas reais de osmose reversa com biofilmes de cultura pura formados em

células de fluxo de bancada, verificar se existe alguma relacdo do biofilme formado na superficie
das membranas na deposic¢do de sais e analisar a agdo de produtos quimicos utilizados na limpeza
quimica de membranas (acidos, bases, surfactantes e agentes quelantes) nas bactérias contidas
no biofilme).

Este projeto € relevante, pois:

(@) uma das principais caracteristicas de biofilmes microbianos é a presenca de uma substancia
extracelular polimérica constituida, principalmente, por carboidratos. Grande parte do
conhecimento sobre a estrutura dos biofilmes advém da formacdo destas estruturas
utilizando culturas puras em um ambiente controlado; diferente do que ocorre, por exemplo,
em sistemas reais de osmose reversa, no qual diferentes tipos de microrganismos, compostos
organicos e inorganicos estao presentes.

(b) praticamente ndo ha pesquisas executadas com rigor cientifico de limpeza quimica de
membranas de osmose reversa oriundas de plantas em operacdo comercial (real). Pesquisas
académicas de formagéo de camadas de fouling ou de limpeza destas camadas geralmente
sdo executadas com sistemas onde a natureza dos elementos depositados na superficie da
membrana é conhecida, onde a diversidade destes componentes é limitada e os depdsitos sao
formados ap6s tempos relativamente curtos de exposicdo. Em sistemas reais, as membranas
sdo colmatadas por uma diversidade muito grande de compostos bioticos e abidticos,
depositados em intervalos de tempos muito maiores (varios meses a varios anos);

(c) outro aspecto importante que serd estudado no projeto é o papel do biofilme microbiano
formado na superficie das membranas na deposicdo de sais. Esta estrutura biologica
geralmente é considerada no aspecto de colmatacdo biologica, mas ndo de colmatacao

quimica.
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3.1 CAPITULO 1: UTILIZACAO DE METODOS ANALITICOS TRADICIONAIS NA
ANALISE DE FOULING

3.1.1 Introducéo

Problemas operacionais em sistemas de osmose reversa utilizados no tratamento de agua
podem ser causados por uma variedade de tipos de fouling: particulado, organico, inorganico e
biofouling. A ocorréncia de fouling em membranas de osmose reversa conduzird a gastos
operacionais incluindo: maior gasto de energia elétrica, aumento na frequéncia de limpezas
quimicas e reducdo da vida util das membranas. Uma caracterizacdo adequada do fouling resulta
em um controle efetivo do mesmo (PONTIE et al., 2005).

A autdpsia de membranas é a técnica mais utilizada para verificar a causa da colmatacao
do elemento filtrante. Diversas ferramentas analiticas sdo utilizadas em uma autdpsia de
membranas para caracterizacdo do fouling presente (fluorescéncia de raios X, difracdo de raios
X, angulo de contato, infravermelho, microscopia eletrénica, permeabilidade hidraulica, SDI,
entre outros).

Dudley et. al (2003) utilizou a calcinacdo para quantificagdo de organicos e a microscopia
eletrbnica para verificar e identificar a presenca de algas, fungos e bactérias presentes em
depdsitos de membranas de osmose reversa. Butt et. al., (1997) utilizou técnicas como:
microscopia eletrénica, fluorescéncia de raios X e difracdo de raios X na autdpsia de membranas
de osmose reversa. Carnahan (2000) realizou a autdpsia de trés membranas de osmose reversa
que, visualmente, mostraram sinais de colmatagéo por biofouling. A utilizagdo da microscopia
eletrbnica nao s6 confirmou a presenca de biofilmes, como também, evidenciou a precipitacdo
quimica na superficie destas membranas.

Geralmente, a analise de dep6sitos sobre membranas de osmose reversa envolve a
utilizacdo de equipamentos analiticos caros como, por exemplo: fluorescéncia de raios X,
difracdo de raios X e microscopia eletronica. Alguns métodos analiticos tradicionais poderiam

auxiliar na analise de fouling na auséncia de equipamentos mais sofisticados.

3.1.2 Objetivos
Verificar se métodos tradicionais de quantificagdo como titulagdo (quantificacdo de
magnésio e calcio) e espectrofotometria (quantificacdo de silica e ferro total) sdo adequados para

amostras de fouling em membranas de osmose reversa.
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3.1.3 Materiais e Métodos
3.1.3.1 Amostras de Membranas Analisadas

Cinco elementos de osmose reversa colmatados de diferentes empresas foram utilizados.
As amostras foram coletadas e trituradas em liquidificador para remocéo dos depositos sobre as
mesmas e, posteriormente, peneiradas para retencdo dos pedacos de membranas (peneira com

abertura de 75 um). As amostras processadas foram estocadas na geladeira para posterior andlise.

3.1.3.2 Quantificacdo de Calcio e Magnésio

O método utilizado nesta quantificacdo foi o da titulacdo utilizando EDTA como titulante
(Standard Methods, 1985). Solugdes de cloreto de magnésio 1 M e cloreto de célcio 1 M foram
preparadas para utilizacdo e verificacdo da existéncia de interferentes contidos nas amostras de
membranas.

Volumes de 150, 175, 200 e 250 pL da solugdo de MgCl> 1 M foram adicionados em 20
mL de cada amostra de membrana para posterior titulagdo com EDTA 0,01 M utilizando negro
de eriocromo T como indicador. Para a quantificacdo de calcio, 0s mesmos volumes utilizados
para a quantificacdo de magneésio foram utilizados com solucdo de CaCl. 1 M em 20 mL de cada

amostra para posterior titulagdo com EDTA 0,01 M e azul preto de eriocromo R como indicador.

3.1.3.3 Quantificacdo de Silica

Para a quantificacdo de silica em amostras de membranas foi utilizado o método do
molibdato de amdnio. O molibdato de am6nio em pH de aproximadamente 1,2 reage com silica
e qualquer fosfato presente para produzir hetero-poli-acidos. Acido oxalico é adicionado para
destruir o acido molibdofosforico, mas ndo o &cido molibdosilicico. A intensidade da cor amarela
é proporcional a concentracdo de silica na amostra. Termos como silica coloidal, cristaloidal e
ibnica tém sido utilizada para diferenciar varios tipos de silica, porém estas terminologias nao
sdo fundamentadas. Silica ndo reativa pode ser convertida em silica reativa pelo aquecimento ou
com digestdo previa da amostra com bicarbonato de sddio (Standard Methods, 1985).

Volumes de 0,1; 0,2; 0,3; 0,5 e 1 mL da solucéo estoque de silica (solucéo de metassilicato
de sodio nonaidratado 1 g SiO2/L) foram adicionados em 20 mL de cada amostra de membrana
e completados para 50 mL com agua mili-Q, representando concentracdes de 2, 4, 6, 10 e 20 mg
SiO2/L adicionadas respectivamente em cada amostra, para posterior leitura das absorbancias em

comprimento de onda de 410 nm. Experimento realizado em duplicata.
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3.1.3.4 Quantificagéo de Ferro Total

O método utilizado foi o da fenantrolina. Neste método, o ferro € reduzido ao estado
ferroso pelo aquecimento com &cido e hidroxilamida e tratado com 1,10-fenantrolina em pH 3,2
a 3,3. Trés moléculas de fenantrolina quelam cada atomo de ferro para formar um complexo
vermelho-laranja. A solucdo colorida obedece a lei de Beer e sua intensidade é independente do
pH 3 —9. Um pH entre 2,9 e 3,5 assegura uma rapida cor na presenca de excesso de fenantrolina
(Standard Methods, 1985).

Para verificar a acuracia deste método em amostras de membranas, volumes de 50, 100,
200, 300 e 500 pL da solucéo padréo de ferro (1 mL = 200 pg de ferro) foram adicionados em
50 mL de cada amostra de membrana para posterior diluicdo com agua mili-Q para 100 mL.

Experimento realizado em duplicata.

3.1.4 Resultados e Discusséo
3.1.4.1 Quantificacdo de Magnésio

A titulacdo das cinco amostras de membranas sem adi¢éo de padrao (MgClz 1 M) mostrou
uma quantidade muito pequena de magnésio nas mesmas; indicando que a quantidade de
magnésio titulada em cada amostra foi, exclusivamente, com relacdo a adi¢do de padrdo de

acordo com a reacao:
Mg** @y + Y*a) = MgY%aq)

Os resultados mostraram que o método utilizado na quantificacdo de magnésio em
amostras de membranas funcionou pois, a quantidade de matéria de EDTA que reagiu com a
quantidade de matéria adicionada de magnésio foi, praticamente, de 1:1 (as diferencgas
observadas entre 0 nimero de mols de ambos no ponto de equivaléncia foi menor que 10 %)
(Anexo 1). Alguns ions metalicos e material organico suspenso ou coloidal podem interferir no

método dificultando a observacdo do ponto de equivaléncia (Standard Methods, 1985).
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3.1.4.2 Quantificagdo de Calcio
A titulacdo das cinco amostras de membranas sem adicdo de padrdo (CaCl, 1 M) também
mostrou uma quantidade muito pequena de calcio nas mesmas, sendo a quantidade de célcio

titulada em cada amostra, igual a adi¢do de padrdo de acordo com a reacao:
Ca**(aq) + Y*(ag) = Ca¥Y? )

Os resultados mostraram que o método utilizado na quantificacdo de calcio em amostras
de membranas também funcionou, pois como com o0 magnésio, as diferencas observadas entre o
namero de mols de ambos no ponto de equivaléncia foi menor que 10 %, indicando que 0s
compostos contidos nos depdsitos das amostras de membranas ndo interferiram no metodo
(Anexo 2). Alguns ions metalicos e material organico suspenso ou coloidal podem interferir no

método dificultando a observacao do ponto de equivaléncia (Standard Methods, 1985).

3.1.4.3 Quantificacdo de Silica

O método do molibdato de amodnio mostrou-se eficaz para a quantificacdo de silica em
amostras de membranas de osmose reversa. Houve um aumento da absorbéncia referente ao
incremento da concentracdo de silica nas amostras, indicando a eficacia do método e, houve
pouca diferenca na inclinacdo das retas obtidas com a fortificacdo em relacdo a reta padréo
(desvio maximo de 6% nas amostras 1, 3 e 5), ou seja, a quantificacdo de silica nas amostras
pode ser feita diretamente utilizando a curva padrdo (Figura 10). Vidrarias e reagentes podem
contribuir para aumentar o conteido de silica nas amostras; por isso, a utilizacdo de materiais de
vidro deve ser evitada e os reagentes utilizados devem possuir baixo teor de silica (Standard
Methods, 1985).
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Figura 10 - Adicdo de padrdo em 5 amostras de membranas de osmose reversa. Curva padrdo (A)

e amostras fortificadas 1 (B), 2 (C), 3 (D), 4 (E) e 5 (F).
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3.1.4.4 Ferro Total em Amostras de Membranas

Para verificar se possiveis interferentes contidos nas amostras influem no resultado da
analise, todas as amostras foram fortificadas com quantidades conhecidas de solucéo padréo de
ferro. Todos os experimentos de fortificacdo resultaram em resposta linear da absorbancia com
relacdo a quantidade de ferro adicionada, demonstrando que a reagdo quimica do teste continua
sendo proporcional & quantidade de ferro (Figura 11).

O segundo aspecto importante que deve ser analisado é se a inclinacdo da reta de
fortificacdo das amostras foi similar a inclinacdo da reta da curva de calibracdo com solucédo
padrdo. Em relacdo a inclinacdo da reta, as amostras 1, 2, 3, 4 e 5 de fouling de membranas
variaram: 323%, 355%, 194%, 227% e 356% respectivamente.
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Figura 11 - Adicédo de padrédo em 5 amostras de membranas de osmose reversa para quantificacdo
de ferro. Curva padrdo (A) e amostras fortificadas 1 (B), 2 (C), 3 (D), 4 (E) e 5 (F).
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3.1.4.4.1Quantificacdo de ferro total em amostras que apresentaram uma inclinacédo da reta de
fortificacdo diferente da reta padréo

Como as fortificagbes das amostras apresentaram inclinagOes significativamente
diferentes da inclinagéo da curva padréo, a quantificacdo de ferro total nas mesmas ndo pode ser
feita utilizando diretamente a curva de calibracdo (curva padrao).

Para a quantificacdo de ferro total em amostras de membranas de osmose reversa deve-
se fortificar cada amostra para se obter a equacéo da reta (Figura 11). O primeiro ponto de cada
amostra no grafico corresponde a quantidade de ferro total nas mesmas, porém, o eixo x encontra-
se defasado, indicando como nula a quantidade de ferro total. Para corrigir esta defasagem e obter
a quantidade real de ferro total nas amostras, deve-se prolongar a reta de fortificacdo até o ponto
em que y = 0; neste ponto, temos b = 0. Portanto, com a equacao da reta obtida com a fortificacdo

de cada amostra, obtém-se a quantidade real de ferro nas mesmas (Figura 12).

0.4
~ 035 y=0,286x + 0,046
g 03 R2=0,988
& 025
2 02
< 0,15
b
g o1
< 0,0

P \\n

B>
X
o

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

mg/L de Ferro

Figura 12 - Representacdo de um esquema do prolongamento da curva de fortificacdo de uma amostra
qualquer para y=0. O valor de AX representa o valor real da concentracdo de ferro na
amostra.

3.1.4.4.2Comparacéo das concentragdes de ferro nas amostras de membranas utilizando o
metodo da adicéo de padrao e diretamente a curva padréo
De acordo com a tabela 2, todas as amostras que foram fortificadas apresentaram uma
concentracdo de ferro muito inferior quando comparadas com a utilizacdo direta da curva de
calibracdo. A amostra 5, por exemplo, apresentou uma variagao de 71% na concentragao de ferro.
Estes dados comprovam que, apesar do método de quantificacdo de ferro em amostras de
membranas funcionar, a quantificacdo ndo deve ser feita utilizando a curva de calibracéo e sim,

por meio da adicdo de padrdo nas amostras. Alguns ions como: nitrito, cianeto, fosfato
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(polifosfato mais que ortofosfato), cromo e zinco em concentracfes 10 vezes maiores que o ferro;
cobalto e cobre em concentragdes acima de 5 mg/L e niquel em concentragdes acima de 2 mg/L
interferem no método. Bismuto, cadmio, mercurio, molibdato e prata precipitam a fenantrolina
(Standard Methods, 1985).

Tabela 2 - Comparagéo das concentracdes de ferro nas amostras utilizando as absorbancias
obtidas diretamente na curva padrdo e sem utilizar a curva padréo.

[ ]de ferrodas [ ]de ferrodas
Amostras de Média das amostras amostras
membranas absorbancias das utilizando a curva utilizando a
amostras (510 nm) padrédo (mg/L) fortificacédo das

amostras (mg/L)

1 0,28 2,18 0,69
2 0,22 1,70 0,50
3 0,015 0,08 0,06
4 0,06 0,43 0,21
5 0,15 1,15 0,33

3.1.5 Concluséo

A utilizacdo de métodos analiticos como a titulacédo e a espectrofotometria se mostraram
adequados para a quantificacdo dos principais constituintes inorganicos presentes em fouling de
membranas de osmose reversa. A Unica ressalva deveu-se a quantificacdo de ferro nas amostras,
pois a utilizacdo direta da curva padrdo na quantificacdo se mostrou errénea, sendo indicado a

adicdo de padrdo para a quantificacdo de ferro das mesmas.
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42 CAPITULO 2: AUTOPSIA DE ELEMENTOS DE OSMOSE REVERSA
UTILIZADOS EM DIVERSOS SETORES INDUSTRIAIS

4.2.1 Introducdo

A autopsia de membranas é uma técnica utilizada para identificar a causa do baixo
rendimento da membrana. O conceito de autopsia de membranas é tdo antigo quanto as proprias
membranas (DARTON, 2004). Para isto, um elemento deve ser “sacrificado”, sendo removido
da planta para analise. Técnicas analiticas sdo utilizadas para determinar a natureza do fouling
presente na superficie das membranas. Um primeiro procedimento na autdpsia é a escolha de
elementos de membranas apropriados. Cuidados devem ser tomados para preservar a cComposi¢ao
de biomassa original. Os procedimentos para uma autopsia de membranas sdo: selecdo de um
elemento de membrana representativo (ou elementos), dissec¢do e analises para identificacdo dos
componentes da camada de fouling, com o objetivo de identificar as causas da colmatacédo
(PONTIE et al., 2005).

A autopsia de membranas é uma técnica destrutiva e de alto custo referente a parte
analitica e a substituicdo do elemento. Na maioria dos casos, a autopsia de membranas € utilizada
como ultima opc¢éo para a solucdo dos problemas. Comumente, esta técnica € utilizada quando
problemas severos relacionados com a diminuicéo do fluxo do permeado, baixa rejeicédo de sais,
ou aumento da diferenca de pressao sdo detectados na planta e nenhum resultado é obtido pelas
praticas tradicionais de remediagio (PENA, et al., 2013).

Dudley et al (1995) analisou amostras da agua de alimentacdo e fouling de membranas
por autdpsia coletadas de diferentes partes do mundo, incluindo o oriente médio. Os elementos
que apresentaram alta taxa de biofouling continham uma grande porcentagem de organicos
(tipicamente maior que 60%) determinados por perda ao fogo a 550 °C. O fouling inorgénico nas
membranas foi predominantemente causado por ferro, silica, aluminio, célcio e sulfato.

Karime et al (2008) relatou que uma autdpsia realizada em uma planta industrial no norte
da Europa, mostrou grande quantidade de depositos visiveis nas superficies das membranas. O
fouling contido nas membranas apresentou forte odor e, analises destes materiais mostraram: a
presenca de organicos (66%), silica (12%), carbonato de calcio (9%), fosfato de calcio (5%) e
alumina (3%), predominantemente. Andlises microbioldgicas mostraram a presenga de grande
quantidade de microrganismos nas superficies das membranas. Com a autdpsia dos elementos,
esta planta industrial, atualmente, consegue manter os niveis de biofouling em patamares

toleraveis com a utilizagdo de uma limpeza quimica correta.
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Schneider et al (1997) analisou a camada de fouling em todos os elementos de osmose
reversa contidos em um vaso de pressdo. A composi¢do elementar mostrou que apenas silicio,
ferro, fésforo, aluminio, enxofre, estréncio e bario foram detectados em quantidades superiores
a 1% por peso da fragdo inorganica do fouling. A fracao de silicio, que estava presente em menos
de 2% (por peso) no primeiro elemento, teve um aumento de 4-6% nas camadas de fouling no
segundo elemento. Mais da metade do peso seco dos depdsitos contidos nos elementos eram de
origem organica. Esta proporc¢éo estava dentro de valores tipicamente encontrados em fouling de
membranas, que varia de 26% - 90% (BACKER; DUDLEY, 1999).

Darton et al (2004) fizeram uma revisdo estatistica de 150 artigos de autopsias de
membranas e concluiram que: embora todas as membranas analisadas continham biofilmes, estes
n&o sdo considerados um problema quando as bactérias presentes sdo menores que 10* ufc/cm2 e
ndo excretam EPS em grande quantidade; a utilizacdo de cloro ndo mostrou eficacia na reducéo
de biofilmes sobre a superficie das membranas e o tipo de fouling mais comum em membranas
de osmose reversa foi o biofouling, seguido pelo fouling causado por ferro e silica (que
invariavelmente esta associado ao aluminio e ao ferro).

Em elementos de osmose reversa, apos a selecdo do elemento a ser analisado, a primeira
etapa de uma autdpsia refere-se a observacdo do revestimento externo de fibra de vidro das
mesmas (presenca de quebras ou rachaduras) (Figura 13). O procedimento seguinte consiste na
remocao do revestimento externo para se ter acesso aos pacotes de membranas para inspe¢éo
visual dos mesmos (verificar possiveis danos nas membranas e na linha de cola dos pacotes),
espacadores de alimentacdo e permeado (contaminagdo) e presenca de odor (Figura 14). A

terceira etapa consiste em coletar amostras para posterior analise.



Figura 13 - Revestimento externo de fibra de vidro de um elemento de osmose reversa colmatado.
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Figura 14 - Pacotes de membranas desenrolados (A e B). Espacadores de alimentagdo sem depdsito (C)
e com depdsito (D). Acesso aos espacadores de permeado apds corte da membrana (E e F).
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4.2.2 Objetivo

Analisar o fouling de diferentes membranas colmatadas utilizadas em escala real em
diferentes setores industriais (quimico, petroquimico, alimenticio, tintas, borracha, farmacéutica
e papel e celulose) utilizando a autopsia de membranas, além de verificar a estrutura dos
biofilmes formados nestes elementos (nimero de células viéveis, quantificacdo de carboidratos

e proteinas).

4.2.3 Materiais e Métodos
4.2.3.1 Elementos de Osmose Reversa Analisados

Foram analisados trinta e sete elementos de osmose reversa colmatados provenientes de
diferentes empresas (Tabela 3). O revestimento externo de fibra de vidro dos elementos foi
removido utilizando uma serra elétrica (procedimento utilizado para ter acesso as folhas de

membranas colmatadas).

Tabela 3 - Procedéncia de cada elemento colmatado enviado para anélise.

INDUSTRIA ELEMENTOS

Quimica 5;6;7;8;10; 12; 31; 32; 33; 34; 36; 37
Petroquimica 1;2;3;4;9;11;17; 18
Alimenticia 19; 20; 21; 22; 26; 29

Tintas 35

Borracha 15; 30

Farmacéutica 14; 16; 23; 27
Papel e Celulose 13; 24; 24; 28

4.2.3.2 Coleta das Amostras de Membranas

Ap0s a abertura dos elementos e analises preliminares (distribui¢do do fouling sobre as
membranas, presenc¢a ou auséncia de odor, contaminacéo ou nao dos espacadores de alimentagéo
e permeado e verificagdo de danos nos pacotes de membranas), foram coletadas de cada um,
amostras da regido da entrada da alimentacdo (3 amostras) e saida do concentrado (3 amostras).

Estas foram mantidas em geladeira a 4 °C até serem analisadas.
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4.2.3.3 Remogé&o dos Depdsitos Sobre as Membranas

As amostras foram trituradas com 200 mL de agua destilada em liquidificador, por 3
minutos, na poténcia maxima, para remocao dos depositos sobre as membranas e desagregacao
dos biofilmes. Apds a trituracdo, as amostras foram peneiradas (peneiras de 75 pm) para a

remocao de fragmentos de membrana, e armazenas em geladeira a 4 °C.

4.2.3.4 Peso Seco e Quantificacdo de Matéria Organica nas Amostras

Para a analise de peso seco, aliquotas de cada amostra (20 mL) foram colocadas em
cadinhos de porcelana e, posteriormente, aquecidas a 105 °C por 12 horas em estufa. Apos a
andlise de peso seco, a quantificacdo de matéria organica das amostras foi feita apds as mesmas
serem submetidas ao forno mufla na temperatura de 550 °C por 20 minutos. Os resultados foram

expressos em % de matéria organica em relacdo ao peso seco das amostras.

4.2.3.5 Quantificacao de Carboidratos e Proteinas nas Amostras

O método do fenol-sulfarico foi utilizado para a quantificagdo de carboidratos,
empregando glicose (Synth) como padréo e leitura das absorbancias a 490 nm (Dubois, 1956).
Para a quantificacdo de proteinas foi escolhido 0 método de Bradford, utilizando albumina bovina
(Sigma —Aldrich) como padrédo e leitura das absorbancias a 595 nm (Bradford, 1976).

4.2.3.6 Contagem de Bactérias Viaveis

Foram feitas diluicdes (10, 100, 1000 e 10000) das amostras em solucdo salina (0,9% de
NaCl) para posterior inoculacdo e quantificacdo das bactérias viaveis utilizando meio R2A
(Merck). O calculo utilizado para a contagem de unidades formadoras de colénias foi: N x D x
10 x 200/A; onde: N = nimero de coldnias na placa (entre 30 e 300 coldnias), D = diluicdo
decimal utilizada, 10 = conversdo de 100 pL para 1 mL, 200 = dilui¢cdo da amostra e A = area da

amostra de membrana utilizada (em cm?).

4.2.3.7 Andlise das Amostras por Microscopia Eletrénica de Varredura

Foi utilizado o microscépio eletrdnico de varredura da marca FEI, modelo Quanta 600
FEG para uma visualizacdo mais detalhada dos depositos em algumas amostras de membranas,
e para verificar a eficiéncia da trituracdo das amostras na remocao desses depositos sobre as

mesmas.
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4.2.3.8 Andlise Elementar do Fouling das Membranas por Fluorescéncia de Raios X (XRF)
Foi feita a raspagem do fouling sobre as membranas utilizando uma espétula, para
obtencdo de material necessario para a analise da composicéo elementar. Para esta quantificacao
foi utilizado o equipamento Axios Advanced da Panalytical, localizado no laboratério LCT na
Engenharia de Minas da Poli-USP. Os teores apresentados foram determinados por anélise semi-

quantitativa sem padrdes com analise de elementos quimicos de fltor a urénio.

4.2.4 Resultados e Discussao
4.2.4.1 Elementos de membranas

Todos os elementos apresentaram seu revestimento externo intacto (auséncia de quebras
e rachaduras). Em todos os elementos analisados, a distribuicdo do material sobre as membranas

(fouling) apresentou-se de forma homogénea (Figura 15).
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Figura 15 - Distribuicdo homogénea do fouling em 9 diferentes amostras de membranas.

4.2.4.2 Observagao do Fouling nas Membranas

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para verificar se a trituracdo das
amostras em liquidificador foi eficaz na remocao dos depositos sobre as mesmas e observar a
estrutura do fouling em 4 amostras diferentes.

A micrografia abaixo mostrou que a trituracdo foi um método eficaz na remocédo do
material depositado sobre as amostras de membranas pois, grande parte do material depositado

sobre as mesmas foi removido (Figura 16).
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Figura 16 - Micrografias de uma amostra de membrana antes (A) e ap06s a trituracao (B).

As micrografias eletrénicas de algumas amostras de membranas mostraram a presenca de

um fouling amorfo (Figura 17A e 17D) e a presenca de biofouling em outras (Figura 17B e 17C).

Figura 17 - Aspecto do fouling nas amostras analisadas. O circulo em vermelho na figura 17B indica a
presenca de biofilmes imersos em EPS.
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4.2.4.3 Caracterizagéo do Fouling nos Trinta e Sete Elementos Analisados
4.2.4.3.1Quantificacdo de Matéria Orgéanica e Inorganica nos Elementos

As propriedades das camadas de fouling dos 37 elementos de osmose reversa colmatados
originarios de diferentes plantas em operacao sdo mostrados nas figuras 18 e 19. Para facilitar as
analises de deteccdo do biofouling, as membranas foram divididas em trés grupos, de acordo com
a diminuicdo da propor¢do de material inorganico presente nos depdsitos (Figura 18A).

As primeiras 12 membranas (grupo 1) mostradas na figura 1A apresentaram depdsitos,
predominantemente, de origem inorgéanica. Os principais elementos quimicos presentes (> 20%)
foram: silicio, ferro e, algumas vezes, aluminio (Figura 18C). Estes elementos, provavelmente,
estavam presentes como silica e silicatos, compostos muito comuns em fouling de membranas
de osmose reversa.

O grupo 2 foi formado pelos elementos 13 ao 25 e seus depositos eram formados,
majoritariamente, por material inorganico porém, com quantidades consideraveis de material
organico (entre 10 e 30% em relacdo ao peso seco). Silicio, ferro e aluminio, também foram os
principais elementos encontrados no fouling desses elementos, uma excec¢éo foi o elemento 21,
apresentando carbonato de calcio como principal constituinte do deposito deste elemento (Figura
18C).

Os elementos restantes (26 ao 37) formaram o grupo 3, que continham uma significativa
proporcdo de material organico presente em seus depoésitos (Figura 18A). Os principais
elementos quimicos presentes no fouling destes elementos também foram o ferro, silicio e

aluminio, com presenca ocasional de célcio (Figura 18C).
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Figura 18 - Proporcdo de material orgénico e inorganico (A) e peso seco (B) de 37 elementos de osmose
reversa colmatados de plantas em operacdo e analise de FRX (C).
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Figura 19 - Contagem de células viaveis (UFC/cm?2) na camada de fouling das membranas.

4.2.4.3.2Biofouling de Membranas

Todos os depositos de membrana apresentaram um grande nimero de bactérias viaveis,
variando de 2,1 x 10?> UFC/cm? a 4,2 x 108 UFC/cm? (Figura 19). Membranas com uma maior
proporcdo de material organico deveriam apresentar maior nimero de microrganismos quando
comparadas com membranas colmatadas, principalmente, por material inorganico. Entretanto, as
diferencas nos nameros de células presentes nos trés grupos ndo foram estatisticamente
significativas. O grupo 1 apresentou 1,8 x 10° + 2,5 x 10® UFC/cm?, o segundo grupo de
membranas mostrou um nimero de viaveis de 3,7 x 10° + 3,5 x 10® UFC/cm2 e o grupo 3, 9,2 X
10° + 1,4 x 10* UFC/cmz2. Claramente, o niimero de bactérias viaveis ndo se mostrou como um
bom indicador de biofouling.

Biofouling é definido como o crescimento de microrganismos em superficies de uso
industrial, neste caso, a superficie das membranas. O que distingue células planctbnicas daquelas
presentes em biofilmes é a matriz polimérica extracelular excretada por microrganismos contidos
nos biofilmes. De acordo com Flemming e Wingender (2010), a matriz é constituida,
basicamente, por carboidratos. Visando investigar a presenca de biofilmes na superficie das
membranas, proteinas e carboidratos foram quantificados das amostras de membrana (Figura 20).

A presenca de proteinas foi detectada na maioria dos depdsitos, mas em apenas 11
elementos, elas excederam 10% do peso seco (Figura 20). A analise dos depdsitos destes 11
elementos mostrou uma clara correlacdo positiva entre a quantidade de proteina e 0 nimero de
bactérias, apresentando uma correlacdo de Pearson de 0,92 (Figura 21A), sugerindo que, nestes
casos, a origem protéica foi devido as células bacterianas. Os carboidratos também foram
detectados na maioria dos dep0sitos, mas em apenas 5 elementos, a quantidade destes compostos

excederam 0s 10% em relagéo ao peso seco (Figura 20). Como a formacao de biofilme deveria
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resultar na producdo de grande quantidade de carboidratos, a correlacdo entre estes e bactéria
(Figura 21B) assim como quantidade de matéria organica e bactéria (Figura 21C) também foi
feita, porém ndo houve correlacdo em nenhum dos casos (correlacdo de Pearson de -0,5 e 0,27
respectivamente). Houve alguns depdsitos com grande quantidade de carboidratos e pouca
proteina, indicando que em muitos casos, os polissacarideos foram provenientes da agua de

alimentacdo e ndo produzidos por microrganismos do biofilme na superficie das membranas.
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Figura 20 - Proporgdo de proteinas e carboidratos em relacdo ao peso seco das camadas de fouling das
membranas.
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Figura 21 - Relagdo entre proteinas e log de bactérias viaveis nos depdsitos onde a quantidade de proteina
excedeu 10% do peso seco (A), entre carboidratos e células vidveis nos elementos onde os
carboidratos excederam 10 % do peso seco (B) e entre matéria organica e células viaveis nos
depositos (C).

Bactérias viaveis, presentes na adgua de alimentacdo de um sistema de membranas, se
depositam nas superficies das membranas durante a operacdo do sistema. Essas bactérias
representam um grande desafio para a autdépsia de membranas, pois para a confirmagdo de
biofouling como causa da colmatacdo de uma membrana, é necessario demonstrar que houve um
crescimento microbiano (proliferacdo) nas superficies dessas membranas. As simples técnicas de
enumeracdo bacteriana, geralmente utilizadas em autopsias de membranas, claramente, ndo sdo
capazes de diferenciar biofilme bacteriano de bactérias que foram incorporadas na camada de
fouling pela rejeicdo da membrana (bactérias que ndo apresentaram crescimento sobre as
membranas).

Em culturas puras de microrganismos, as células geralmente contribuem com menos de
10% do peso seco (Wingender et. al. 2009). A matriz exopolimérica é constituida por uma
variedade de biopolimeros excretados pelos microrganismos do biofime como: polissacarideos,

proteinas, acidos nucleicos, lipideos e substancias humicas (Jefferson, 2009). Os polissacarideos,
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entretanto, constituem a maior fracdo da matriz, com massa molecular variando de 0,5 x 10° a 2x
10° Daltons (Herzberg et. al. 2009). Grande parte destes carboidratos presentes na matriz séo
heteropolissacarideos (constituidos de monémeros de acucar neutros e carregados). Estes
acucares podem ser modificados por ligantes organicos e inorganicos, que alteram suas
propriedades fisico-quimicas. Os polissacarideos mais frequentes em matriz de biofilmes sdo:
alginato, xantana e &cido colanico (Jefferson, 2009).

Analises de polissacarideos foram feitas para obter um parametro para diferenciar células
planctonicas que foram incorporadas na camada de fouling dagquelas que cresceram na superficie
das membranas, formando um biofilme. Mesmo com o grande nimero de bactérias vidveis
encontradas nos elementos analisados, a quantidade de carboidratos presentes nas camadas de
depdsito foi pequena. Culturas puras de biofilmes de Pseudomonas extremaustralis, geralmente,
apresentam quantidades variando de 2,83 — 3,71 mg/g de carboidratos por peso seco (Herzberg
et. al. 2009). Os resultados obtidos nas autépsias de membranas mostraram que a maior parte da
populagdo bacteriana presente nas camadas de fouling, ndo era referente a microrganismos
oriundos de biofilmes.

E importante considerar que polissacarideos também podem ser depositados diretamente
na camada de fouling a partir da 4gua de alimentacdo. As particulas exopoliméricas transparentes
(PET ou TEP em inglés) em sistemas aquaticos, por exemplo, se originam principalmente, de
polissacarideos liberados pelo fitoplancton. Estas particulas estdo presentes em aguas marinhas,
residuais e superficiais. As PET podem ser particulados (maior que 0,4 um) ou coloidais (menor
que 0,4 um) (LEE et. al., 2015). Segundo experimento conduzido por Villacorte et. al., 2009, a
concentacao de PET em &guas superficiais foi de 0,27 mg/L. Apos dois tipos de pré-tratamento,
utilizando &guas superficiais para alimentacdo de sistemas de osmose reversa (A: coagulacgdo,
filtracdo rapida em areia, coagulacdo, ultrafiltacdo e antiescalante; B: coagulacdo, ultrafiltracdo
e antiescalante), observou-se uma maior reducao de PET no pré-tratamento A (67,5 pug/L). Cerca
de 30-70% das PET presentes na agua de alimentacdo foram depositadas nas membranas de
osmose reversa (Villacorte, 2009).

Além disso, para uma identificacdo definitiva de biofilmes por andlises de
polissacarideos, seria necessario uma caracterizacdo de sua composi¢do e, mais importante, a
distribuicdo de polissacarideos dentro das camadas de fouling. Carboidratos produzidos por
microrganismos do biofilme se acumulam ao redor das células em crescimento, enquanto que
polimeros de agUcares originarios da corrente de alimentacdo teriam uma composicdo e

distribuicéo diferentes.
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A dindmica microbiana de depdsitos de membrana de osmose reversa precisa ser melhor
estudada. Apesar do elevado nimero de células viaveis encontrado nos elementos analisados, na
maioria destas membranas, estas células se acumulariam dentro de um curto periodo de tempo
de operacdo destas membranas. Ndo existem dados de monitoramento sobre quantidade de
microrganismos presentes em &gua de alimentacéo de sistemas de membranas utilizados neste
experimento e, dados publicados de bactérias em aguas de alimentacdo foram usados em alguns
calculos basicos. Dreszeret et. al. (2014) relataram um niimero de 2 x 103 UFC/mL na &gua de
alimentacdo de uma planta de osmose reversa em Spannenburg — Holanda, pré-tratada por
filtracdo répida em areia seguido por correcdo de pH, remocdo de dureza (abrandamento por
precipitagdo quimica utilizando CaO e Na2COz3) e uma segunda filtracéo rapida em areia. Laxman
et. al. (2015) relataram uma quantidade de bactéria de 3 x 10* UFC/mL em &gua de poco.
Assumindo que as membranas foram operadas com um fluxo de 17 L/m2h para aguas superficiais
e 30 L/m2h para aguas de pogo, entdo uma populacéo de 10° UFC/ mL se acumularia na superficie
das membranas em 19,6 e 11 horas de operacdo utilizando &guas de superficie e pogo
respectivamente. Todos 0s sistemas de membranas de osmose reversa operam por um periodo de
tempo muito maior que o tempo necessario para atingir o0 namero de células com agua de
superficie como alimentacdo. Por que ndo ocorre um maior acimulo de microrganismos nas
superficies das membranas de osmose reversa em operacdo? Que fatores contribuem para este
acumulo ndo ocorrer? Uma alternativa seria a difusdo de bactérias da camada de fouling de volta
para a corrente de alimentacdo por mecanismos inerentes a concentracdo-polarizacdo (Fish et. al.
2015). Entretanto, para este mecanismo ser eficiente, 0os organismos planctdnicos depositados
teriam que manter suas mobilidades individuais depois de serem incorporados na camada de
fouling, um evento muito pouco provavel devido as varias possibilidades de interacdo adesivas e
coesivas entre células e outros compostos como: polimeros dissolvidos e materiais particulados.
Outra alternativa para a remocdo de células da camada de fouling seria a remogdo mecanica,
causada pela turbuléncia gerada pela corrente de alimentagdo. A morte e/ou lise de
microrganismos incorporados nos depositos de membrana também contribuem para a reducéo
do nimero de células. A frequencia que ambos 0s eventos ocorrem, porém, nao € sabida.

Ap0s a observacdo dos dados obtidos pelas autopsias de membranas e, principalmente,
devido ao grande numero de bactérias viaveis presentes nos depdsitos, por que o biofouling ndo
foi o tipo de fouling predominante nestes elementos, ja que havia muitos microrganismos na
superficie das membranas e um ambiente com presenca de matéria organica (muitas delas
biodegradaveis). Estudos de carbono organico assimilavel em aguas de superficie e de poco

mostraram que pequenas quantidades de organicos biodegradaveis (< 100 pg/L) sdo necessarios
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para manter o crescimento de microrganismos heterotroficos (Derlon, 2014). Por que as células
viaveis presentes nestas camadas de fouling ndo proliferam rapidamente e produzem biofilmes
ricos em matriz polissacaridica? Talvez algum composto quimico incorporado seja inibitério?
Ou as limitacGes de difusdo previnem o crescimento, apesar da agua percolar continuamente
através das camadas de fouling?

Claramente, o entendimento e o avango das medidas de mitigacdo de incrustagédo
bioldgica requer mais estudos fundamentais sobre os mecanismos de incorporacao, retencéo,

proliferacdo e inativacdo de células microbianas em camadas de fouling.

4.2.5 Conclusdes

Uma anélise abrangente dos resultados das autopsias de 37 elementos de membrana de
osmose reversa revelou a presenca de um grande numero de células bacterianas vidveis na
maioria das membranas. Na maioria dos casos, essas células ndo pareciam crescer em biofilmes
microbianos. A quntificacdo de polissacarideos, nestes casos, ndo foi um indicador seguro para
comprovar a presenca de biofilmes microbianos em camadas de fouling.

O principal problema em sistemas de osmose reversa € a formacao do biofouling sobre a
superficie das membranas, porém, a formacdo destas estruturas em sistemas reais em operagao
parece diferir dos biofilmes de cultura pura formados nestas membranas, dificultando sua
identificagcdo. A utilizagdo de microrganismos isolados destes elementos de membranas
colmatados para a formacdo de biofilmes de cultura pura seria interessante para verificar se a

formacédo destes seria similar em composicdo com o que foi encontado em escala real.



66

REFERENCIAS

BRADFORD, M. M. A Rapid and Sensitive Method for the Quantitation of Microgram
Quantities of Protein Utilizing the Principle of Protein-Dye Binding. Analytical Biochem.72,
48-254, (1976).

DARTON, T.; ANNUNZIATA, U.; DEL VIGO PISANO, F.; GALLEGO, S. Membrane autopsy
helps to provide solutions to operational problems. Desalination, v. 167, n. 1-3, p. 239-245,
2004.

DRESZER, C.; FLEMMING, H-C; ZWIINENBURG, A.;KRUITHOF, J.C;
VROUWENVELDER, J.S. Impact of biofilm accumulation on transmembraneand feed channel
pressure drop: Effects of crossflow velocity, feed spacer and biodegradable nutrient. Water Res.
50, 200 — 211 (2014).

DUBOIS, M.; GILLES, K. A.; HAMILTON, J. K.; REBERS, P. A.; SMITH F. Colorimetric
Method for Determination of Sugars and Related Substances. Analytical Chem. 28, 350-356,
(1956).

DUDLEY, L.Y.; ANNUNZIATA, U.A.; ROBINSON, J.S.; LATHAM, L.J. Proc. IDA World
Congress on Desalination and Water Sciences, Abu Dhabi, 4 (1995) 45.

FISH, K. E., COLLINS, R., GREEN, N. H., SHARPE, R. L., DOUTERELDO, I., OSBORN, A.
M., BOXALL, J. B. Characterization of the Physical Composition and Microbial Community.

FLEMMING, H.C. and WINGENDER, J. The biofilm matrix. Nature Rev. Microbiol. 8, 623-
633 (2010).

HERZBERG, M.; KANG, S.; ELIMELECH, M. Role of Extracellular Polymeric Substances
(EPS) in Biofouling of Reverse Osmosis Membranes. Environ. Sci. Technol. 43, 4393-4398
(2009).

JEFFERSON, K. K. Bacterial Polysaccharides. Current Innovations and Future Trends (ed.
Ullrich, M.)175-186 (2009).



67

KARIME, M.; BOUGUECHA, S.; HAMROUNI, B. RO membrane autopsy of Zarzis brackish
water desalination plant. Desalination, v. 220, p. 258-266, 2008.

LAXMAN, K;;MYINT, M. T. Z.; AL ABRI, M.; SATHE, P.; DOBRETSOV, S.;DUTTA, J.
Desalination and disinfection of inland brackish ground water in a capacitive deionization cell

using nanoporous activated carboncloth electrodes. Desalination. 362, 126 — 132 (2015).

LEE, H.; PARK, C.; KIM, H.; PARK, H.; HONG, S. Role of transparent exopolymer particles
(TEP) in initial bacterial deposition and biofilm formation on reverse osmosis (RO) membrane.
Journal of Membrane Science. v. 494, p.25-31, 2015.

PENA, N.; GALLEGOA, S.; DEL VIGOA, F.; CHESTERSB, S.P. Evaluating impact of fouling
on reverse osmosis membranes performance. Desalination and Water Treatment. v.51, p.958—
968, 2013.

PONTIE, M.; RAPENNE, S.; THEKKEDATH, A.; DUCHESNE, J.; LEPARC, J.; SUTY, H.
Tools for membrane autopsies and antifouling strategies in seawater feeds: a review.
Desalination, v. 181, p. 75-90, 2005.

Structure of Biofilms within a Model Full-Scale Drinking Water Distribution System. PLOS
One, 10 (2), Article number 0115824 , pp. 1-22 (2015).

VAN DER KOOIJ, D., VISSER, A. HIUNEN, W. A. M. Determining the Concentration of Easily
Assimilable Organic Carbon in Drinking Water. J. AWWA, 74, 540-545, (1982).

VILLACORTE, L. O.; KENNEDY, M. D.; AMY, G. L.;SCHIPPERS, J. C. The fate of
Transparent Exopolymer Particles (TEP) in integrated membrane systems: Removal through pre-
treatment processes and deposition on reverse osmosis membranes. Water Res. 43, 5039-5052,
(2009).

WINGENDER. J.,, STRATHMANN, M., RODE, A., LEIS, A., FLEMMING, H.-C. Isolation
and biochemical characterization of extracellular polymeric substances from Pseudomonas
aeruginosa. Methods Enzymol. 336, 302-314 (2001).



68

5.3  CAPITULO 3: ANALISE DE BIOFILMES DE CULTURA PURA ORIGINADOS DE
BIOFOULING DE MEMBRANAS DE OSMOSE REVERSA COLMATADOS
5.3.1 Introducédo
5.3.1.1 Biofouling em Sistemas de Membranas
Um dos problemas operacionais mais serios em sistemas de membranas € o biofouling.
Este é definido como uma acumulagdo indesejavel de microrganismos que pode ocorrer pela
deposicdo, crescimento e metabolismo de células bacterianas ou flocos na superficie das
membranas. As sequéncias consideradas na formacdo dos biofilmes incluem: alteracdo da
superficie pela formacdo de um filme condicionante (macromoléculas, proteinas, etc..), adesdo
de células pioneiras plancténicas nas superficies das membranas, formacgdo de microcoldnias por
bioadesdo priméaria e desenvolvimento de um biofilme maduro (Watnick; Kolter, 2000).
Biofilmes podem ou ndo cobrir uniformemente o substrato, consistindo de uma ou mais camadas
de microrganismos vivos ou mortos associados a produtos extracelulares. Bactérias acumulam
nas membranas por dois processos: adesao (bioadesao e bioadsor¢éo) e crescimento (Figura 22).
O processo de bioadesao ira depender das propriedades dos microrganismos, da solucdo e da

superficie (lvnitsky et al., 2005).

Figura 22 - 1 — Adesdo inicial a uma superficie com filme condicionante; 2 — adesdo irreversivel; 3 e
4 — Maturacdo (com producéo de EPS); 5 — Dispersdo.
Fonte: Monroe (2007).

O crescimento de biofilmes esta relacionado a uma fonte disponivel de nutrientes.
Microrganismos tendem a aderir em superficies e crescer a partir do consumo de nutrientes

captados da fase aquosa em contato com a superficie. Esses nutrientes englobam a fragéo de
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matéria organica que a bactéria pode assimilar (FLEMMING et al., 1997), denominada Carbono
Orgénico Assimilavel (Assimilated Organic Carbon - AOC).

Em situacbes, nas quais os nutrientes sdo abundantes e/ou quando ndo ha um agente
antimicrobiano residual, as bactérias tendem a crescer e a produzir EPS, que constitui a principal
causa da colmatacdo das membranas.

Considerando a conformacao estrutural de sistemas de membrana espiral e as condig¢oes
da superficie durante a fase de operacao, os elementos de membrana oferecem condicGes para a
adesdo, acumulacdo e crescimento de microrganismos, tendo em vista que o ambiente na
superficie de separacdo é confinado, com alta concentracdo de nutrientes e o estreito canal
formado entre as folhas de membrana permitem apenas um fluxo tangencial com baixa
velocidade (0.1 m/s) com turbuléncia limitada (AL-AHMAD et al., 2000).

Em resumo, uma célula bacteriana viavel aderida na superficie da membrana, a camada
de concentracdo-polarizacdo com elevada concentragdo de nutrientes e as regides de baixa
turbuléncia, séo fatores determinantes para a formagéo do biofouling (VROUWENVELDER,
2009).

O Biofouling demonstra ser um fenémeno de controle mais complexo quando comparado
com outros tipos de fouling devido as suas particularidades, tendo em vista a capacidade que
microrganismos tém de se multiplicar rapidamente, bem como fendmenos de transporte que
auxiliam os microrganismos na colonizagdo de outras superficies. Mudancas nas concentracdes
de nutrientes, nas forcas de cisalhamento, na temperatura, ou outros fatores ambientais, podem
causar o desprendimento (Sloughing) de biofilmes, que levam ao aumento da contaminacdo da
agua e subsequente colonizacdo de outras superficies (VEZA et al., 2008).

A formacdo de biofouling em membranas pode ser influenciada pelas propriedades da
superficie da membrana (hidrofobicidade, carga e rugosidade), propriedades quimicas da agua
de alimentacdo (pH, forca ibnica e tipos de eletrdlitos), propriedades da suspensao microbiana
(tamanho, nimero e tipo de microrganismos), bem como pardmetros hidrodindmicos (permeacao
e fluxo tangencial) (VEZA et al., 2008). Conforme apresentado nos trabalhos de Rijnaarts et al.
(1999) e Morisaki; Tabuchi (2009), as forcas repulsivas eletrostaticas existentes entre bactérias
e superficies diminuem a medida em que a concentragdo iénica do meio é aumentada.

A ades&o de uma bactéria a uma superficie acontece em duas etapas: primeiro ocorre a
adsorcéo reversivel, qguando a bactéria que se encontra no minimo secundario consegue superar
as forcas repulsivas entre elas e a superficie. Na segunda etapa ocorre a adesdo, que constitui

uma interacdo permanente que envolve grande quantidade de energia. A adesdo ocorre quando
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polimeros secretados pelas bactérias formam pontes que conectam as bactérias as superficies
(STEVIK; AUSLAND; HANSSEN, 2004).

Estudos tém demonstrado que a diminui¢do na dupla camada de repulsdo eletrostatica e
0 aumento na taxa de producao de permeado contribuem para um aumento na taxa de deposicéo
de células microbianas sobre a membrana. Por exemplo, altas taxas de recuperacéo, rejeicao de
sais, concentracdo polarizacdo, hidrofobicidade e rugosidade da membrana, sdo fatores
correlacionados com altas taxas de deposicao. Desta forma, membranas de osmose reversa retém
um maior nimero de células microbianas por unidade de tempo do que membranas de
nanofiltragdo, ndo s6 porque membranas de osmose reversa sdo mais hidrofdbicas e rugosas, mas
porque o fendmeno de concentracdo-polarizagdo pode ser mais severo (SUBRAMANI; HOEK,
2008).

De acordo Nielsen e Jahn (1999) os componentes de um biofilme sdo a biomassa celular
e as substancias poliméricas extracelulares (EPS). Em todos os biofilmes, a fracdo de EPS é
predominante, constituindo de 50-80% da matéria organica total e proteinas. O EPS é o material
de construcdo de agregados microbianos como os biofilmes e os flocos de lodo ativado. A
presenca de grupos hidrofilicos e hidrofobicos indica que o EPS é anfotero. A formacéo de areas
hidrofébicas no EPS pode ser benéfica na adsor¢do de poluentes organicos, assim como, na
reducdo do fouling (GUO et al., 2012).

O EPS ¢ constituido de diferentes classes de macromoléculas orgéanicas como:
polissacarideos, proteinas, substancias humicas, acidos nucléicos, lipideos e outros componentes
poliméricos. Sdo encontrados fora das células, em suas superficies e nos espacos intercelulares
entre elas. Normalmente, polissacarideos e proteinas sdo as maiores fragdes que contribuem para
a formacéo do fouling; devido a isto, a determinacdo da concentracdo de EPS é realizada pela
afericdo da concentracdo de proteinas e carboidratos. Geralmente, os carboidratos sdo mais
hidrofilicos que as proteinas, contribuindo, em maior parte, na formacédo de fouling(Li et al.,
2012).

Em sistemas de osmose reversa, o biofouling pode influenciar na performance das
membranas, aumentando a queda de pressédo ao longo dos elementos (alimentag&o-canal do
concentrado), diminuindo a permeabilidade das membranas e, algumas vezes, aumentando a
passagem de sais para o canal de permeado (Vrouwenvelder et al., 2010).

Geralmente, biofouling em sistemas de nanofiltracdo e osmose reversa pode ser prevenido
por: reducdo na concentracdo de microrganismos e/ou reduc¢éo da concentragao de nutrientes por
pré-tratamentos e limpeza quimica. A combinacdo destes dois meios de prevengdo pode ser 0

melhor caminho na prevencdo da formagéo de biofouling (GUO et al., 2012).
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5.3.2 Objetivos
Verificar se biofilmes de cultura pura, obtidos de bactérias contidas em biofilmes de
membranas de osmose reversa colmatadas, apresentam um padrao de crescimento e producéo de

EPS similares aos encontrados em biofouling de elementos reais em operacéo.

5.3.3 Materiais e Métodos
5.3.3.1 Amostras de Membranas

As amostras utilizadas no experimento foram obtidas de um elemento de osmose reversa
novo (Modelo: RE-70-1812) (Figura 23). Foram montadas células de fluxo contendo estas
amostras para a montagem do sistema utilizado no experimento (Figura 24).

Figura 24 - Duas células de fluxo montadas com amostras de membranas limpas dentro.

5.3.3.2 Sistema para Crescimento de Biofilme de Cultura Pura

Apo6s a montagem das células de fluxo, estas foram conectadas a um reservatorio
contendo meio de cultura definido (glicose 1 g/L; dihidrogenofosfato de amdnio 5 g/L; bifosfato
de potassio 1 g/L; cloreto de sodio 5 g/L e sulfato de magnésio 0,2 g/L) para a formacgéo de
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biofilme de cultura pura sobre as amostras de membrana. Para cada bactéria inoculada para a
formagdo do biofilme, foram utilizadas 3 células de fluxo em série (Figura 25).

Antes da rodagem do sistema, houve um periodo de incubacgéo de 12 horas a 37 °C em
meio definido para cada bactéria. Apos este periodo, iniciou-se a circulacdo no sistema para o
crescimento de biofilme de cultura pura nas amostras de membrana. O meio de cultura foi trocado

a cada trés dias.

Figura 25 - Sistema montado para o crescimento de biofilme de cultura pura (1). Reservatorio (A),
bombas peristélticas (B), células de fluxo (C). Vedacdo do reservatério para evitar
contaminacdo (2).

5.3.3.3 Obtengdo e Crescimento de Biofilmes de Cultura Pura nas Amostras
5.3.3.3.11solamento de Bactérias
Trés diferentes bactérias foram isoladas de diferentes amostras de membranas de osmose

reversa colmatadas utilizadas na industria. Estas foram processadas e inoculadas em meio LB
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agar (Merck) para crescimento e selecdo de diferentes colnias (diferentes cores e formatos).
Trés diferentes coldnias foram isoladas pelo método de esgotamento em placa e incubadas em
meio BHI (Merck) para crescimento e posterior conservagdo das bactérias em freezer (-80 °C).
Devido a dificuldade de diferenciacdo de outras colonias, foi utilizada uma quarta bactéria ja
isolada (Pseudomonas Aeruginosa) de uma aluna de doutorado do laboratério (conservada em
freezer -80 °C). Esta bactéria é muito freqiiente em sistemas de osmose reversa e muito utiliza

em experimentos de biofilme em bancada.

5.3.3.3.2Extracgao e Precipitacdo de DNA Gendmico

As coldnias foram repicadas em caldo BHI (24h, 37°C). 1,5 mL deste pré-inéculo foi
transferido para microtubos e os mesmos foram centrifugados por 2 minutos a 12.000 rpm a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 500 pL de
tampéo TE. Posteriormente, foi adicionado 30 pL de SDS 10% e 3 pL de proteinase K. A mistura
foi incubada a 37°C por 1 hora. Foi adicionado um volume igual de fenol tamponado-cloroférmio
(fenol:cloroférmio:alcoolisolamilico/25:24:1) a amostra de DNA. Estas foram agitadas
vigorosamente em vortex por 20 segundos e, em seguida, os tubos foram centrifugados a 14.000
rpm por 15 minutos a temperatura ambiente para separar as fases. Com uma pipeta, 0
sobrenadante foi removido e transferido para um novo tubo. Foi entdo adicionado um volume
igual de cloroférmio (cloroférmio:alcoolisoamilico/24:1), e procedeu-se como descrito para a
adicdo de fenol. Os tubos foram novamente centrifugados a 14.000 rpm por 15 minutos e o
sobrenadante, cuidadosamente removido e transferido para um novo tubo. Ao volume final foi
adicionado 1/10 do mesmo de acetato de s6dio 3M pH 5 e 2 volumes de etanol 100%. Os tubos
foram invertidos para homogeneizacdo. As amostras foram precipitadas no gelo seco por 5
minutos ou a -80°C por 30 minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 12.000
rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado. Os tubos foram secos em estufa 37°C
por 30 minutos. O DNA foi ressuspendido em 30 puL de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH
8,0) e depois purificado por kit (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System - Promega, Madison,
USA).

5.3.3.3.3PCR com primer universal (Adaptado de RAJI et al. 2008)

O DNA purificado serviu como molde para a reacdo de PCR utilizando-se os primers
genéricos 27 F (5"- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG - 3) e 1492 R (5°- GGT TAC CTT
GTT ACG ACT T -37). A reacdo foi efetuada com os seguintes componentes (volume total da
reacao de 25uL): tampéo (100 mm Tris-HCI pH 8,8 e 500 mM KCL 0.8%; 1x), MgCl2 (2,5 mM),



74

dNTP’s (0,25 mM), primers (0,4 uM cada) e Taq polimerase (Sinapse Inc, S&o Paulo, SP, Brasil;
0,3 pL). As condigdes de amplificagdo foram: desnaturagdo inicial a 94 °C por 2 min,
desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 49 °C por 1 minuto, extensdo a 72 °C por 3
minutos (sendo que os passos 2, 3 e 4 foram repetidos por 30 ciclos) e extensdo final por 10 min
a 72 °C. O produto final do PCR foi analisado em gel de agarose 1%, fotodocumentado sob luz
UV e analisado com o programa Scientificimages Systems 1D 3.6 (Kodak, Séo José dos Campos,
S.P., Brasil). O DNA amplificado foi novamente purificado (GeneJET PCR Purification Kit-

Fermentas, Lituania) e utilizado na reacdo de sequenciamento.

5.3.3.3.4Sequenciamento das Amostras

As amostras foram encaminhadas para o Instituto de Biociéncias da USP (departamento
de Genoma Humano) para seqlienciamento. As trés espécies bacterianas identificadas foram:
Bacillus anthracis (anexo 1), Bacillus cereus (anexo 2), Bacillus thuringiensis (anexo 3). Cada
espécie obtida, mais a espécie Pseudomonas aeruginosa, foi utilizada para o crescimento de

cultura pura de biofilme nas amostras de membrana limpas.

5.3.3.4 Biofouling (Analises)

Para cada microrganismo utilizado no crescimento de biofilme nas amostras de
membrana, um periodo de trés semanas foi utilizado para cada experimento. Cada experimento
foi feito em duplicata e incluiu os seguintes procedimentos:

e Ap0s a primeira semana, uma das trés células de fluxo foi retirada do sistema da figura
25 e foram feitas as seguintes analises: peso seco, quantificacdo de matéria organica,
quantificacdo de proteinas e aglcares e quantificacdo de viaveis.
¢ No final da segunda semana, a segunda célula de fluxo foi retirada para as analises de
peso seco, quantificacdo de matéria organica, quantificacdo de proteinas e aglcares e
quantificacdo de células viaveis.
e Ap0s aterceira semana, a ultima célula de fluxo foi retirada para realizacéo das analises
feitas nas demais amostras.
Todas as amostras foram trituradas em liquidificador na poténcia maxima por 3 minutos e
peneiradas (abertura de 75 pm) para retencdo dos fragmentos de membranas antes da realiza¢ao

das analises.
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5.3.3.5 Microscopia Eletronica de Varredura

Foi utilizado o microscopio eletrénico de varredura da marca FEI, modelo Quanta 600
FEG, para uma visualizacdo mais detalhada da formacéo de biofilme nas amostras apos 7, 14 e
21 dias em contato com meio de cultura definido.

5.3.4 Resultados e Discusséo
5.3.4.1 Formacéao de Biofilmes nas Amostras de Membrana
5.3.4.1.1Desprendimento de Biofilmes (Sloughing)

Durante as trés semanas em que o sistema ficou em operagdo para cada cultura
microbiana, foi observada a formacdo de uma grande quantidade de biofilmes formados. Nas
duas Gltimas semanas de circulacao, frequentemente, observou-se o desprendimento de biofilmes

nas amostras (Figura 26).

Figura 26 - Formacdo de grande quantidade de biofilme em todas as culturas circuladas no sistema
(elipses pretas).
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5.3.4.1.2Bacillus anthracis

Apos inoculacdo em meio de cultura definido e circulagdo no sistema, foi observada a
formacéo de biofilmes nas amostras de membranas (Figura 27). As micrografias mostraram um
aumento nitido na producao de EPS e no nimero de bactérias com o tempo.

As andlises dos biofilmes formados nos diferentes tempos mostraram uma predominancia
de matéria orgénica (média de 71,7%), sendo grande parte constituida por carboidratos (média
de 24,5%) e proteinas (média de 19,36%) (Tabela 4). De acordo com a tabela 4, o nUmero de
células viaveis aumentou com o tempo.

Foi observada uma correlacdo forte entre 0 aumento na quantidade de proteinas e no
namero de células viaveis (correlacdo de Pearson de 0,79), e uma correlagdo muito forte entre a
quantidade de carboidratos com o ndmero de viaveis (correlacdo de Pearson de 0,9). J& em
relacdo a quantidade de material organico, ndo foi observado correlagdo com o aumento de

celulas viaveis (correlagdo de Pearson de -0,01) (Figura 28).

Tabela 4 - Peso seco, quantificagdo de matéria organica, carboidratos, proteinas e células vidveis nas
amostras de biofimes (Bacillus anthracis) em diferentes periodos.

Amostras  Peso Seco % Matéria % Carboidratos % Proteinas  Células Viaveis
(mg/cm?) Organica (UFClcm?)”
1%semana 0,4 0,029 71,9+0,2 19,3+ 0,37 17,4 + 0,64 1,06 x 107
2% semana 0,5+£0,01 71,0+ 4,6 219 +0,51 20,5+ 0,61 9,58 x 107
3% semana 0,6 £ 0,02 722+24 32,2+0,04 20,2+141 4,04 x 108

* Desvio padrdo + 15%
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Figura 27 - Crescimento de Bacillus anthracis nas amostras de membranas na primeira semana (A e B),
segunda semana (C e D) e terceira semana (E e F).
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Figura 28 - Graficos de correlagdo entre % de matéria organica, % de proteinas e % de carboidratos em
relacdo ao log de células vidveis de dados obtidos de andlises de biofilmes de Bacillus
anthracis.

5.3.4.1.3Bacillus cereus

Apos inoculacdo em meio de cultura definido e circulagdo no sistema, foi observada a
formacdo de biofilmes nas amostras de membranas (Figura 29). As micrografias mostraram um
aumento nitido na producdo de EPS e no nimero de bactérias, principalmente, na terceira
semana.

As andlises dos biofilmes formados nos diferentes tempos mostraram uma predominéncia
de matéria organica (média de 69,2%), sendo grande parte constituida por carboidratos (média
de 14,9 %) e proteinas (média de 14,7 %) (Tabela 5). De acordo com a tabela 5, 0 himero de
celulas viaveis aumentou com o tempo.

Foi observada uma correlacdo forte entre 0 aumento na quantidade de proteinas e
carboidratos com o aumento no numero de vidveis (correlacdo de Pearson de 0,83 e 0,70
respectivamente). J& em relacéo & quantidade de material orgénico, ndo foi observado correlacéo

com o aumento de células viaveis (correlagédo de Pearson de 0,14) (Figura 30).
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Tabela 5 - Peso seco, quantificacdo de matéria organica, carboidratos, proteinas e células viaveis nas
amostras de biofimes (Bacillus cereus) em diferentes periodos.

Amostras Peso Seco % Matéria % Carboidratos % Proteinas Células Viaveis
(mg/cm?) Organica (UFClem?)”
1% semana 0,3+0,01 69,0 +2,3 12,7+2,8 12,3+0,3 7,85 x 10°
2 semana 0,3+0,03 68,5+ 0,3 129+11 14,7+15 4,15 x 10°
3% semana 0,5+0,02 70,223 19,3+0/4 17,1+£0,9 9,25 x 106

* Desvio padrdo + 15%
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Figura 29 - Crescimento de Bacillus cereus nas amostras de membranas na
segunda semana (C e D) e terceira semana (E e F).
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Figura 30 - Gréficos de correlagdo entre % de matéria organica, % de proteinas e % de carboidratos em
relacdo ao log de células vidveis de dados obtidos de anlises de biofilme de Bacillus cereus.

5.3.4.1.4Bacillus thuringiensis

Apos inoculacdo em meio de cultura definido e circulagdo no sistema, foi observada a
formagé&o de biofilmes nas amostras de membranas (Figura 31). As micrografias mostraram uma
grande producdo de EPS logo na primeira semana de circulagdo no sistema e uma grande
quantidade de bactérias.

As andlises dos biofilmes formados nos diferentes tempos mostraram uma predominancia
de matéria organica (média de 63,4 %), sendo grande parte constituida por carboidratos (media
de 18,53 %) e proteinas (média de 10,0 %) (Tabela 6). De acordo com a tabela 6, 0 nimero de
células viaveis aumentou com o tempo.

Foi observada uma correlagdo muito forte entre 0 aumento na quantidade de proteinas e
carboidratos com o aumento no numero de viaveis (correlagdo de Pearson de 0,90 e 0,92
respectivamente). Ja em relacéo a quantidade de material organico, foi observada uma correlacao

forte com o aumento de células viaveis (correlagdo de Pearson de 0,71) (Figura 32).
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Tabela 6 - Peso seco, quantificagdo de matéria organica, carboidratos, proteinas e células vidveis nas
amostras de biofimes (Bacillus thuringiensis) em diferentes periodos.

Amostras  Peso Seco % Matéria % Carboidratos % Proteinas  Células Viaveis
(mg/cm?) Organica (UFClem?)”
1*semana 0,6 £0,01 57,1 +7,68 109+15 7,8 0,35 1,36 x 10°
22semana 0,7 0,03 63,4 + 5,93 17,3+0,8 10,0 £ 0,44 1,13 x 107
3*semana  0,8+0,03 69,7 £ 0,37 27,4+0,1 12,2+ 1,64 2,76 x 107

* Desvio padrao + 15%



83

ackode de -V mag O wD SPECt e — ackiode

Hign vacsum ETDJ10.00KYV 20000 x| 70mm| 3.8 T Hign vacsum ETD]10.0

Figura 31 - Crescimento de Bacillus thuringiensis nas amostras de membranas na primeira semana (A e
B), segunda semana (C e D) e terceira semana (E e F).
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Figura 32 - Graficos de correlacdo entre % de matéria organica, % de proteinas e % de carboidratos em
relacdo ao log de células viaveis de dados obtidos de analises de biofilme de Bacillus
thuringiensis.

5.3.4.1.5Pseudomonas aeruginosa

Apds inoculacdo em meio de cultura definido e circulacdo no sistema, foi observada a
formagé&o de biofilmes nas amostras de membranas (Figura 33). As micrografias mostraram, logo
na primeira semana, uma grande quantidade de bactérias imersas em uma matriz.

As andlises dos biofilmes formados nos diferentes tempos mostraram uma predominancia
de matéria organica (média de 74,0 %), sendo grande parte constituida por carboidratos (média
de 17,6 %) e proteinas (média de 14,2 %) (Tabela 7). De acordo com a tabela 7, 0 nimero de
celulas viaveis aumentou com o tempo.

Foi observada uma correlagao forte apenas entre o aumento na quantidade de carboidratos
com o0 aumento no numero de viaveis (correlacdo de Pearson de 0,84). J& em relacdo & quantidade
de material organico e proteinas, ndo foi observado correlagdo com o aumento de células viaveis
(correlacédo de Pearson de -0,001 e -0,17 respectivamente) (Figura 34).
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Tabela 7 - Peso seco, quantificagdo de matéria organica, carboidratos, proteinas e células vidveis nas
amostras de biofimes (Bacillus thuringiensis) em diferentes periodos.

Amostras Peso Seco % Matéria % Carboidratos % Proteinas  Células Viaveis
(mg/cm?) Organica (UFClem?)”
1% semana 0,4 +0,06 74,2+141 10,5+ 0,08 152+1,6 1,29 x 10’
2% semana 0,6 +£0,04 70,6 £1,90 20,4 £ 2,54 12,6 +0,9 2,43 x 107
3% semana 0,7 £ 0,05 76,9+4,12 22,1+1,60 150+1,0 3,22 x 107

* Desvio padrdo + 15%
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Figura 34 - Graficos de correlacdo entre % de matéria organica, % de proteinas e % de carboidratos em
relacdo ao log de células viaveis de dados obtidos de analises de biofilme de Pseudomonas
aeruginosa.

A formacdo de biofilme de cultura pura mostrou uma forte correlacdo entre a
quantidade de carboidratos e proteinas com o0 aumento do numero de células e,
consequentemente, na producdo de matriz exopolimérica (excecdo dos biofilmes formados por
Pseudomonas aeruginosa, na qual ndo houve correlagdo no aumento de proteinas com um
aumento de viaveis). A matriz exopolimérica é constituida por uma variedade de biopolimeros
excretados pelos microrganismos do biofilme como: polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos,
lipideos e substancias humicas (Jefferson, 2009). Os polissacarideos, entretanto, constituem a
maior fragdo da matriz, com massa molecular variando de 0,5 x 10° a 2x 10° Daltons (Herzberg
et. al. 2009). Grande parte destes carboidratos presentes na matriz sdo heteropolissacarideos
(constituidos de mondmeros de acucar neutros e carregados). Estes acucares podem ser
modificados por ligantes organicos e inorganicos, que alteram suas propriedades fisico-quimicas.
Os polissacarideos mais frequentes em matriz de biofilmes sdo: alginato, xantana e acido

colanico (Jefferson, 2009).
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Apesar deste experimento ter sido realizado sem permeacéo, sem pressdo da agua de
alimentacdo (velocidade de escoamento baixa), configuracdo diferente de um elemento de
osmose reversa e objetivando apenas a formacdo de biofouling, ficou claro que biofilmes
formados em sistemas reais em operacdo diferem, estruturalmente, de biofilmes de cultura pura
formados em bancada pois, mesmo apresentando um grande nimero de células viaveis (média
de 4,9 x 10° de acordo com os resultados apresentados no capitulo 2), a quantidade de proteinas
e, principalmente, de carboidratos, que sdo macromoléculas presentes em maiores proporcées na
matriz exopolimérica, se manteve baixa em biofilmes formados em sistemas reais de osmose
reversa. Ja em biofilmes de cultura pura, a quantidade de proteinas e carboidratos, apds trés
semanas, apresentou valores superiores a 10 e 15% em relacdo ao peso seco respectivamente, em
todos os biofilmes (quantidade superior aos biofilmes de sistemas reais). Barnes et. al, (2014)
utilizando Pseudomonas aeruginosa, mostrou que a quantidade de carboidratos em volume foi
equivalente a 40% do volume de células viaveis.

Algumas suposic¢des podem ser feitas para explicar estas diferengas como: a producéo
de EPS pode ser menor e/ou ocorre maior desprendimento de biofilmes em sistemas reais em
operacdo, devido a uma maior velocidade de escoamento da agua (fluxo de 17 L/mzh para aguas
superficiais e 30 L/mzh para aguas de poco) e maior turbilhonamento da &gua de alimentagédo
(presenca de espacadores de alimentacdo) nesses sistemas; a quantidade de matéria organica
assimilavel é mais baixa para a formacdo de biofilmes em sistemas reais ou, simplesmente, as
células bacterianas ficam aderidas nas superficies das membranas com uma taxa de reproducéo
muito baixa sendo desprendidas de tempos em tempos ou ficam retidas sem se reproduzir em
sistemas reais de osmose reversa. Estudos de carbono orgénico assimilavel em &guas de
superficie e de poco mostraram que pequenas quantidades de organicos biodegradaveis (< 100
Hg/L) sdo necessarios para manter o crescimento de microrganismos heterotroficos (Derlon,
2014).

5.3.5 Concluséo

Biofilmes de cultura pura, quando comparados com biofilmes presentes em fouling de
membranas de osmose reversa colmatadas, diferem na composicdo do EPS, apresentando
quantidades maiores de biomoléculas (proteinas e carboidratos) e uma correlagdo entre aumento
de células viaveis com maior quantidade de carboidratos, o que nao foi observado em fouling de

membranas colmatadas
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Parametros como quantificacdo de carboidratos e, muitas vezes, quantificacdo de
proteinas parecem ser Uteis na quantificacdo e na determinacdo da presenca de biofouling de
cultura pura formados.

A formacédo de biofilmes em sistemas de osmose reversa € inevitavel. Esta estrutura
bioldgica, geralmente, é considerada no aspecto de colmatacéao biolégica, mas ndo de colmatagéo

quimica, ou seja, uma possivel influéncia destas estruturas na deposicdo de sais.
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6.4  CAPITULO 4: INFLUENCIA DE BIOFILMES NA DEPOSICAO DE SAIS

6.4.1 Introducdo

Compostos inorganicos podem causar incrustacbes quando ocorre precipitacdo na
membrana, devido a hidrolise ¢ oxidagdo durante a filtragdo. O termo “deposi¢do mineral” é
utilizado para diferenciar deposicdo causada por sais inorgéanicos da deposicdo caudada por
deposicdo organica e crescimento de microrganismos (biofouling). Dois mecanismos principais
(cristalizacdo e deposicao de particulados) desempenham funcdes importantes na formacéo do
fouling inorgénico na superficie das membranas. Durante a cristalizacdo, a deposi¢cdo na
superficie da membrana ocorre devido a precipitacdo de ions, enquanto que na deposicdo de
particulados, a deposicdo ocorre devido ao transporte convectivo de particulas coloidais da
solucdo para a superficie das membranas. Ambas cristalizacdo e deposicdo de particulados
resultam na diminuigdo da solubilidade de sais inorganicos (GUO et al., 2012).

A retencdo de solutos pela membrana aumenta a sua concentragdo na camada — limite
para valores acima dos que ocorrem na zona de mistura total no canal de alimentacéo.
Consequentemente, estabelece-se um gradiente de concentracdo da superficie da membrana em
direcdo ao canal do concentrado. Este processo é o principal responsavel pelo acimulo de
particulas, macromoléculas e ions na superficie de membranas.

Particularmente, em sistemas de osmose reversa, 0s sais dissolvidos s&o concentrados de
4 a 10 vezes, podendo exceder suas solubilidades, precipitando nas membranas. A formacéo de
depdsitos € suportada pela concentracdo polarizacdo da corrente de alimentacdo diretamente na
superficie da membrana. Uma vez que a solucdo passa através de uma membrana seletiva que
separa componentes da solucdo, a concentracdo dos compostos separados comega a aumentar na
superficie da membrana. Este fendmeno ndo ocorre apenas em membranas de osmose reversa,
mas também, em outros tipos de membranas (KOLK et al., 2013).

No equilibrio, a concentragdo de um soluto na zona de concentragao-polarizacéo, depende
da taxa de transporte do soluto em direcdo a membrana, da taxa de difusdo do soluto de volta ao
meio e, do fluxo do soluto através da membrana (SCHNEIDER; TSUTIYA, 2001):

JCPS = JCcs — Ds (dcps/dX)
Onde J: fluxo de permeado; cps: concentracdo de soluto no permeado; Ccs: concentracdo do soluto

no canal de concentrado; Ds: taxa de difuséo do soluto; deps/dx: gradiente de concentracdo do

soluto na zona de concentragéo-polarizacéo.
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A concentracdo de soluto na superficie da membrana pode ser calculada a partir da

seguinte relacdo (SCHNEIDER; TSUTIYA, 2001):

Cms = Ces €XP (Kmep 1)

Onde cms: concentracao do soluto na superficie da membrana; Ccs: concentracdo do soluto no

concentrado; Kmep: constante empirica que varia de 0,6 e 0,9 para modulos comerciais e r: 0

coeficiente de rejeicdo do soluto pela membrana. Assim, quanto maior a concentracao de sais na

corrente de alimentacdo, maior sera a probabilidade de ocorrer deposi¢do de inorganicos na
superficie das membranas (ZHANG et al., 2007).

A cristalizacdo e deposicao de sais na superficie das membranas podem ser afetadas por

alguns parametros fisico-quimicos como:

a)

b)

Rugosidade da superficie: sabe-se que a superficie polida possui menos cristais no final
de uma experiéncia de cristalizacdo em comparacdo com uma superficie aspera. Isto
porque um aumento na aspereza da superficie aumenta a energia livre da mesma,
contribuindo para um aumento da adesividade e melhorando a captura de cristais
(SHIRAZI et al., 2012).

Supersaturacdo: a principal causa da deposicdo de sais é a supersaturacdo. Quando a
solubilidade de um sal é excedida, o sal precipita e forma incrustacdo. Um aumento na
supersaturacdo aumenta a taxa de nucleacdo (HASSON et al., 2001). Se a regido de
supersaturacdo for, na interface liqguido membrana, ocorrerd precipitacdo direta na
membrana. Entretanto, se a regido de supersaturacdo for distante da superficie da
membrana, cristais irdo se formar na solucdo e migrardo para as membranas como
particulas formando uma deposicéo sélida (CHEN et al., 2006). Existe, geralmente, um
periodo de tempo decorrido entre o alcance da supersaturacdo e o aparecimento dos
primeiros cristais, que pode ser referido como inducdo ou o periodo de iniciacdo. A
magnitude do periodo de iniciacdo é governada pelo grau da supersaturacdo, da
temperatura e turbuléncia (LINNIKOV, 2000).

Taxa de cisalhamento: a cristaliza¢do na solugdo ou na superficie das membranas sera de
acordo com a velocidade do regime de operacdo do sistema. Com o aumento da
velocidade de escoamento da agua de alimentacdo, a probabilidade de agregacdo na
superficie da membrana diminui pois, o fendmeno da concentracdo polarizagdo € menos
significante em uma velocidade de escoamento maior. Esta velocidade maior também

aumenta a forca de cisalhamento na superficie da membrana fazendo com que ocorra uma



d)

f)

9)
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maior difusdo e transporte dos dep6sitos da membrana para a solucdo (SHIRAZI et al.,
2012).

Solucéo quimica: a solucdo quimica tem um importante efeito na carga de superficies
poliméricas. Taborek et. al. (2000) mostrou o efeito da cristalizacao de solucgdes contendo
alta concentracdo de uma grande variedade de sais. Cada sal exibiu formacdes cristalinas
diferentes, formando cavidades entre eles que permitiram a deposigdo de particulas
suspensas, diminuindo a coesao cristalina. Na presenca de um eletrolito indiferente (1:1),
todas as superficies poliméricas (incluindo as membranas de osmose reversa) Sao
positivamente carregadas em baixo pH e, negativamente carregado em altos valores de
pH (SHIRAZI et al., 2012). Além disso, o pH da solucgdo, a forca ibnica e a carga da
superficie da membrana afetam as interacGes eletrostaticas entre a membrana e 0s
depdsitos (fouling). Como resultado, uma deposicéo insignificante foi observada quando
a carga de repulsdo ocorreu entre a membrana e as incrustagdes, a uma forca idnica baixa
(CHEN et al., 2006).

Tamanho da particula e concentracdo: particulas grandes sdo estericamente prejudicadas
na deposicdo na superficie das membranas e elas sdo mais facilmente “varridas” por
forgas axiais. Uma agua de alimentagdo mais concentrada aumenta o fluxo convectivo de
particulas na superficie da membrana. Consequentemente, uma maior deposi¢do ocorre
com particulas de menor tamanho e em maior concentragdo (SHIRAZI et al., 2012).
Temperaturas da membrana e da solucdo: poucos estudos foram feitos para investigar o
efeito das temperaturas da solucdo e da membrana na formacao do fouling inorganico. A
temperatura afeta a viscosidade da &gua, a solubilidade e o coeficiente de transferéncia
de massa de sais inorganicos ou particulas. Como resultado, o fluxo de permeado aumenta
em temperaturas maiores, e assim, o transporte convectivo de depdsitos para a membrana
é mais significante (fouling mais severo). Contudo, o coeficiente de transporte de massa
e a difusdo da camada de fouling para a solucdo também aumenta com o0 aumento da
temperatura. A temperatura também afeta a solubilidade e a supersaturacdo de sais
(HASSON et al., 2001).

Membrana hidrofilica: uma membrana hidrofilica permite que sua superficie forme um
filme de &gua. Materiais hidrofilicos possuem uma habilidade em formar ligacdes de
hidrogénio com a agua. Quanto maior a tendéncia de um material se associar com a dgua
por pontes de hidrogénio, mais hidrofilico sera o material. Geralmente, espera-se que

particulas hidrofébicas possuam um maior potencial de causar fouling em membranas
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hidrofébicas. Para ambas, membranas e particulas hidrofilicas, suas interaces dependem
de interacdes eletrostaticas e hidrofobicas (SHIRAZI et al., 2012).

6.4.1.2 Sulfato de Bério

Fouling inorganico sempre ocorre na superficie das membranas de osmose reversa devido
ao aumento da concentracao de sais perto da membrana causado pela concentracdo polarizacéo.
Os principais compostos presentes neste tipo de deposicdo sdo: carbonato de célcio (CaCO3),
sulfato de célcio (CaS0sa), sulfato de bario (BaSOa) e silica (SiO2) (FRITZMANN et. al.,2007).

Sulfato de bério é, particularmente, um problema em sistemas de osmose reversa devido
a sua baixa solubilidade (10®° mol/L em &gua pura). Além disso, quando ndo detectado
inicialmente, o sulfato de bario (barita) forma incrustacdes resistentes ao tratamento quimico

convencional utilizado na limpeza quimica de membranas (BOERLAGE et. al., 2000).

6.4.2 Objetivos
Verificar se existe alguma influéncia da presenca de biofilmes microbianos em

membranas de osmose reversa na deposicao de sais nas mesmas.

6.4.3 Materiais e Métodos
6.4.3.1 Membranas Utilizadas no Experimento

As membranas utilizadas no experimento foram obtidas de um elemento de osmose
reversa novo (Modelo: RE-70-1812) (Figura 35). Estas amostras foram inseridas em células de
fluxo de acrilico (células de fluxo) para montagem do sistema utilizado no experimento (Figura
36). Estas células de fluxo de acrilico possuem aberturas nas duas extremidades, possibilitando

a conexao entre elas.
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Figura 36 - Duas células de fluxo montadas com amostras de membranas limpas dentro.

6.4.3.2 Montagem do Sistema

O sistema de circulagdo de fluidos foi montado utilizando duas bombas peristalticas
(Milan, modelo: MSR) e trés placas de acrilico em série (Figura 37). Mangueiras de silicone de
5 mm de didmetro foram utilizadas na conexao entre as diferentes partes do sistema (reservatorio,

bombas peristélticas e células de fluxo).
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Figura 37 - Sistema montado. (A) Reservatério, (B) Bombas peristalticas e (C) Placas de acrilico
contendo amostras de membranas em série. As setas em preto mostram o percurso  do
fluido no sistema apds o funcionamento.

6.4.3.3 Crescimento de Biofilmes Complexos nas Amostras

Apds a montagem do sistema de circulacéo de fluidos, o reservatorio foi preenchido com
agua da raia olimpica da USP (trocada de dois em dois dias) e colocado em funcionamento por
15 dias ininterruptos, utilizando a poténcia maxima das bombas peristalticas (vazao de 4,7 L/h),

para o crescimento de biofilmes nas amostras.

6.4.3.4 Crescimento de Biofilmes de Cultura Pura nas Amostras

Foram utilizadas as quatro espécies de bactéria utilizadas no capitulo 3 (Bacillus
anthracis, Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis e Pseudomonas Aeruginosa). Cada espécie
obtida foi utilizada para o crescimento de cultura pura de biofilme nas amostras de membrana
limpas. Cada cultura foi inoculada em meio de crescimento complexo (BHI, Merk), por 12 horas
a 37 °C e, posteriormente, circulada no sistema da figura 37 por quinze dias para a formagéo de
biofilmes nas amostras de membrana (o0 meio de cultura BHI contido no reservatorio foi trocado

de dois em dois dias).

6.4.3.5 Solucdo Salina

Para a verificacdo da influéncia dos biofilmes na deposicéao de sais, foi adicionado 2 mg
de sulfato de bario (solubilidade de 2,44 mg/L em agua a 20 °C) em 1 L de &gua autoclavada da
raia olimpica da USP. Esta solucéo foi colocada no reservatorio do sistema e circulada por 15

dias ininterruptos, utilizando a poténcia méxima das bombas, nas amostras de membranas limpas
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e 15 dias com amostras contendo biofilmes complexos e de cultura pura. A solugdo do
reservatorio foi trocada de dois em dois dias.

6.4.3.6 Microscopia Eletronica de Varredura
Foi utilizado o microscopio eletrénico de varredura da marca FEI, modelo Quanta 600
FEG para uma visualizagdo mais detalhada da formag&o de biofilmes nas amostras apos contato

por 15 dias com &gua da raia olimpica e 15 dias apds contato com meio complexo BHI.

6.4.3.7 Andlise Elementar (FRX)

A andlise elementar foi realizada por energia dispersiva de raios X que nao detecta 0s
elementos com peso molecular abaixo de 12 u (H, He, Li e Be) e alcan¢a uma profundidade de
15 nm. Para esta quantificacdo foi utilizado o equipamento Axios Advanced da Panalytical,
localizado no laboratério LCT na Engenharia de Minas da Poli-USP. Esta analise teve como
objetivo verificar, principalmente, a propor¢do de bério e enxofre nas amostras com biofilmes e
amostras limpas ap0s contato por 15 dias com agua da raia autoclavada com concentracdo de 2

mg/L de sulfato de bario.

6.4.4 Resultados e Discussao
6.4.4.1 Crescimento de Biofilmes Complexos nas Amostras

Apbs 15 dias ininterruptos de circulacdo da dgua da raia sobre as amostras de membranas
limpas, observou-se a formacdo de biofilmes microbianos por toda a extensdo das amostras
(Figura 38). Este crescimento ocorreu devido a presenca de microrganismos e matéria organica

assimilavel presentes na dgua da raia olimpica da USP.
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Spm
LCT - Quanta SDOFEG

Figura 38 - Micrografias eletrdnicas das amostras de membranas limpas (A e B), e ap6s 15 dias em
contato com a &gua da raia olimpica da USP (C, D e E). Presenca de algas (setas vermelhas
em C), bactérias (setas verdes em D e E) e grande quantidade de material amorfo.

6.4.4.2 Crescimento de Biofilmes de Cultura Pura nas Amostras

Posteriormente ao crescimento das culturas puras em meio complexo e sua circulagédo nas
amostras por 15 dias ininterruptos, observou-se a formacao de biofilme por toda a extenséo das
amostras (Figura 39). Apesar de todas as bactérias isoladas e identificadas apresentarem
morfologia em forma de bastonetes, pelas imagens é possivel verificar algumas diferencas como:

tamanho, forma, quantidade de matriz produzida e crescimento de cada uma.
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6.4.4.3 Analise Elementar das Amostras
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6.4.4.3.1Amostras Limpas Apds Circulacao com Solugdo de BaSO4 (2 mg/L)

A analise elementar das trés amostras de membrana sem biofilmes em suas superficies

ndo detectou a presenca de bario, mesmo apos a circulacdo de solucdo de sulfato de béario (2

mg/L) por 15 dias ininterruptos. As trés amostras foram comparadas com uma amostra de

membrana limpa (sem circulagdo da solucdo). As diferencas observadas na quantificacéo

elementar deveram-se, provavelmente, a adsorcao de ions e moléculas presentes na dgua da raia

na superficie das membranas que foram circuladas com solucéo de BaSO4 (Tabela 8).

Tabela 8 - Quantificacdo elementar de amostras de membrana sem biofilmes ap6s 15 dias em contato
com solugédo contendo 2 mg/L de BaSO..

Elementos Membrana Amostrasem  Amostra sem  Amostra sem
Limpa biofilme ap6s  biofilme apds  biofime apo6s
circulagdo da  circulacdo da circulagdo da
solucdo de solucdo de solucdo de
BaSO4 BaSOq BaSOq
F <0,001 0,531 0,583 1,05
Na20 5,45 0,376 0,457 0,593
MgO <0,001 0,118 0,089 0,068
Al203 0,058 3,02 141 1,21
SiO2 0,076 9,18 4,24 4,56
P20s 0,059 0,217 0,152 0,188
SOs 92,2 84,2 90,7 89,9
Cl 0,634 0,602 0,671 0,731
K20 0,060 0,183 0,162 0,160
CaO 0,113 0,235 0,224 0,206
TiO2 1,31 1,02 1,17 1,14
MnO <0,001 0,025 <0,001 <0,001
Fe203 0,055 0,242 0,157 0,152
NiO <0,001 0,015 <0,001 0,016
CuO <0,001 <0,001 <0,001 0,010
Zn0O 0,007 0,016 0,012 0,013
Br 0,005 0,004 <0,001 <0,001
BaO <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

6.4.4.3.2Amostras com Biofilmes Complexos ap6s Circulagdo com Solucdo de BaSOa (2 mg/L)

A anélise elementar das amostras contendo biofilmes complexos mostrou auséncia do

elemento bario nas amostras de membrana limpa e com biofilmes onde ndo houve circulacdo da

solucdo de BaSO4. Nas amostras contendo biofilmes complexos na qual houve circulagéo da
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solugdo por 15 dias, observou-se a presenca do elemento bario em duas das trés amostras (Tabela
9). A ndo presenca de bario na amostra com biofilme que houve circulacdo da solugdo pode ter
sido devido a amostra ser a ultima na série de trés no sistema, havendo assim, pouca quantidade
de ions bario na solucdo.

A figura 40 mostra uma andlise qualitativa (mapa EDS) obtida pela microscopia
eletronica de alguns elementos quimicos presentes nos biofilmes complexos. Pelo mapa EDS foi

verificado a presenca de elementos como: ferro, enxoftre, silicio, bario, aluminio e carbono.

Tabela 9 - Quantificacdo elementar de amostras de membrana com biofilmes complexos aderidos.

Membrana Amostracom  Amostracom Amostracom Amostracom  Amostracom
Elementos Limpa Biofilme sem  Biofilme sem  Biofilme com  Biofilme com  Biofilme com

circulagdo da  circulagdo da circulagdo da circulacdo da circulacdo da

solugéo de solugéo de solucéo de solugéo de solugéo de

(BaSOa) (BaSOa) (BaSOa) (BaSOa) (BaS0.)
F <0,001 1,72 1,38 0,694 1,09 1,70
Na20 4,73 0,537 0,373 0,478 0,712 0,973
MgO <0,001 0,383 0,561 0,292 0,167 0,077
Al203 0,091 7,39 7,22 9,72 4,68 0,821
SiO2 0,126 10,1 9,45 16,2 7,64 1,16
P20s 0,089 1,28 2,07 0,699 0,329 0,156
SOs3 92,5 75,0 75,1 64,5 79,5 91,9
K20 0,112 0,386 0,412 0,500 0,281 0,206
CaOo 0,156 0,453 0,494 0,515 0,327 0,325
TiO2 1,33 1,16 1,29 1,14 1,20 1,39
MnO 0,022 0,132 0,179 0,131 0,031 0,059
Fe20s3 0,077 0,776 0,904 1,14 0,521 0,164

CuO <0,001 <0,001 0,012 <0,001 <0,001 <0,001
Zn0O 0,008 0,011 0,012 0,014 0,022 0,018
Cl 0,786 0,663 0,564 0,479 0,643 0,949
Sh203 <0,001 <0,001 <0,001 0,078 <0,001 0,130

BaO <0,001 <0,001 <0,001 3,44 2,89 <0,001
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Figura 40 - Mapa EDS de alguns elementos quimicos presentes nas amostras de biofilmes complexos
sobre as amostras de membrana apés circulacdo da solugdo de BaSO4. Os aglomerados
(circulos verdes no elemento béario por exemplo) indicam a presenca dos elementos. Os pontos
sem aglomeracdo representam ruido (circulos azuis).

6.4.4.3.3Amostras com Biofilmes de Cultura Pura apos Circulagdo com Solugdo de BaSO4 (2
mg/L)
6.4.4.3.3.1biofilme de cultura pura (Bacillus anthracis)

As amostras de membrana com biofilme de cultura pura (Bacillus anthracis)
apresentaram o elemento bario na analise elementar das amostras apds circulacdo da solucédo de
BaSO4 por 15 dias (exceto a ultima amostra da série), indicando uma correlacdo da presenca
desses microrganismos na incorporacdo de ions bario presentes na solugdo (Tabela 10).

A figura 41 mostra um mapa EDS obtido pela microscopia eletronica de alguns elementos
qguimicos presentes nos biofilmes. De acordo com este mapa, elementos como: ferro, aluminio,

bario, enxofre, silicio e potassio foram detectados.
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Tabela 10 - Quantificagdo elementar das amostras de membrana com biofilmes de cultura pura (Bacillus
anthracis) aderidos.

Elementos Membrana Amostra com Amostra com Amostra com Amostra com Amostra com
Limpa biofilme sem biofilme sem Biofilme e com Biofilme e com  Biofilme e com
circulagdo da circulacdo da circulagdo da circulagdo da circulagdo da

solucéo solucdo solucdo de solucdo de solucéo de

(BaSOa4) (BaS0s) (BaSO4) (BaSOs) (BaSOa4)

F <0,001 1,65 1,38 1,65 1,11 1,20
Na20 4,31 1,05 1,32 0,695 1,05 0,754
MgO <0,001 0,383 0,427 0,540 0,291 0,325
Al203 0,085 3,39 2,22 3,46 1,53 2,47
SiO2 0,215 5,16 5,45 6,55 3,16 4,15
P20s 0,073 1,28 2,07 2,70 1,67 2,01
SOs3 92,6 83,4 83,1 80,7 87,5 85,5

Cl 0,772 0,632 0,852 0,679 0,820 0,720
K20 0,131 0,475 0,454 0,429 0,351 0,461
Cao 0,200 0,365 0,394 0,376 0,332 0,452
TiO2 1,37 1,57 1,18 1,37 1,45 1,52
MnO 0,030 0,025 <0,001 <0,001 0,028 0,031
Fe203 0,081 0,356 0,186 0,339 0,226 0,162

NiO <0,001 0,021 0,012 0,016 0,018 0,021
CuO 0,022 0,002 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Zn0O <0,001 0,043 0,045 0,034 0,008 0,008
BaO <0,001 <0,001 <0,001 0,375 0,297 <0,001

Figura 41 - Mapa EDS de elementos presentes nas amostras de biofilmes de cultura pura (Bacillus
anthracis) sobre as amostras de membrana. Os aglomerados (circulos vermelhos) indicam a
presenca do elemento bério nas amostras.
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6.4.4.3.3.2biofilme de cultura pura (Bacillus cereus)

As amostras de membrana com biofilmes de cultura pura (Bacillus cereus) apresentaram
0 elemento bario na analise elementar das amostras apds circulacdo da solucdo de BaSQO4 por 15
dias (exceto a UGltima amostra da série), indicando uma correlacdo da presenca desses
microrganismos na incorporacao ou adsorcao destes ions (Tabela 11).

A figura 42 mostra um mapa EDS obtido pela microscopia eletronica de alguns elementos
quimicos presentes nos biofimes. Pelo mapa, elementos como: béario, aluminio, enxofre, silicio,

carbono e oxigénio foram detectados.

Tabela 11 - Quantificagdo elementar de amostras de membrana com biofilmes de cultura pura (Bacillus
cereus) aderidos.

Elementos  Membrana Amostra de Amostra de Amostra com Amostra com Amostra com
Limpa biofilme sem  biofilme sem  biofilme e com biofilme e com  biofilme e com
circulagcdo circulagdo circulacdo da circulacdo da circulacdo da

da solugéo da solugéo solucéo solucédo solucdo

(BasOs4) (BasSO4) (BaSQy4) (BaSO4) (BaSO4)

F <0,001 0,654 1,34 0,804 1,07 <0,001
Na20 5,64 1,23 2,06 1,65 0,941 1,48
MgO <0,001 0,467 0,478 0,273 0,329 0,387
Al203 0,123 0,584 2,75 3,12 2,48 0,714
SiO2 0,344 1,65 2,54 3,27 2,60 1,42
P20s 0,150 0,786 1,47 1,18 1,13 2,34

SOs3 90,4 78,3 80,4 85,8 88,0 52,4

Cl 0,623 1,87 1,11 1,21 1,00 1,70

K20 0,153 0,639 1,76 0,343 0,276 1,92
Cao 0,176 0,378 1,87 0,239 0,298 2,46
TiO2 2,26 12,67 2,67 1,38 1,30 26,6
MnO <0,001 <0,001 0,583 0,021 <0,001 0,709
Fe20s3 0,123 0,345 0,75 0,250 0,190 2,02
NiO <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,017 <0,001
CuO <0,001 <0,001 0,067 0,120 <0,001 <0,001
Zn0O <0,001 <0,001 0,25 0,020 <0,001 5,84
BaO <0,001 <0,001 <0,001 0,325 0,376 <0,001




107

MV 200V WO 14 Omen

Figura 42 - Mapa EDS de elementos presentes nas amostras de biofilmes de cultura pura (Bacillus
cereus) sobre as amostras de membrana. Os aglomerados (circulos verdes) indicam a
presenca do elemento bario.

6.4.4.3.3.3biofilme de cultura pura (Bacillus thuringiensis)

As amostras de membrana com biofilmes de cultura pura (Bacillus thuringiensis) nao
apresentaram o elemento bario na analise elementar das amostras apos circulacdo da solucéo de
BaSO4 por 15 dias, ndo indicando uma correlacdo da presenca desses microrganismos na
assimilacdo de ions bario (Tabela 12).

A figura 43 mostra um mapa EDS obtido pela microscopia eletrénica de alguns elementos
quimicos presentes nos biofimes. Pelo mapa, elementos como: béario, aluminio, enxofre, silicio,

carbono e oxigénio foram detectados.
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Tabela 12 - Quantificacéo elementar de amostras de membrana com biofilmes de cultura pura (Bacillus
cereus) aderidos.

Elementos Membrana Amostra de Amostra de Amostra com Amostra com Amostra com
Limpa biofilme sem biofilme sem Biofilme e com Biofilme e com Biofilme e com
circulagédo circulagdo da circulagdo da circulacdo da circulagdo da

da solucéo solucdo solucéo solucao solucao

(BaSO.) (BasSOa4) (BaSOy4) (BaSOy4) (BaSOa)

F <0,001 1,32 2,32 1,28 1,87 1,16
Na20 8,34 0,322 0,656 0,466 0,592 0,582
MgO <0,001 0,653 0,324 0,158 0,592 0,373

Al203 <0,001 1,76 2,45 1,89 1,59 2,13
SiO2 0,057 1,85 0,86 2,02 1,65 2,60
P205 0,167 0,765 0,654 0,804 0,792 1,83
S0O3 87,7 90,4 89,8 92,4 91,3 90,0

Cl 0,625 0,567 0,856 0,960 0,863 0,889
K20 0,159 0,254 0,354 0,309 0,245 0,464
CaOo 0,155 0,246 0,276 0,246 0,269 0,364
TiO2 2,10 1,23 0,76 1,35 1,38 1,39
MnO <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Fe203 0,157 0,122 0,342 0,141 0,217 0,208

NiO <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
CuO <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Zn0O <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Br 0,565 0,004 0,007 0,006 0,006 0,004

BaO <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
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e biofilmes de cultura pura (Bacillus
thuringiensis) sobre as amostras de membrana. Auséncia de aglomerados para o
elemento bario. Os pontos sem aglomeracédo indicam apenas ruido do equipamento.

6.4.4.3.3.4biofilme de cultura pura (Pseudomonas aeruginosa)

De acordo com a tabela 13, as amostras de membrana com biofilmes de cultura pura
(Pseudomonas aeruginosa) ndo apresentaram o elemento bario na andlise elementar das
amostras apods circulagdo da solucdo de BaSO4 por 15 dias, ndo indicando uma correlacéo da
presenca desses microrganismos na deposicao de sais.

A figura 44 mostra um mapa obtido pela microscopia eletronica de alguns elementos
presentes nos biofilmes. Pelo mapa, elementos como: bério, aluminio, enxofre, silicio, carbono

e oxigénio foram detectados.
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Tabela 13 - Quantificagdo elementar das amostras de membrana com biofilmes de cultura pura
(Pseudomonas aeruginosa) aderidos.

Elementos Membrana Amostra com Amostra com Amostra com Amostra com Amostra com
Limpa biofilme sem biofilme sem biofilme e com biofilme e com biofilme e com
circulagdo da circulagdo da circulagdo da circulagdo da circulacdo da

solucdo solucdo solucdo solucao solucdo

(BaSOa4) (BaSO4) (BaSOs) (BaS0.) (BaSOs)

F <0,001 0,765 0,855 0,942 <0,001 <0,001
Na20 0,498 0,534 1,45 0,841 1,40 0,456
MgO 0,297 0,143 0,567 0,244 0,314 <0,001

Al203 5,96 4,56 4,45 4,47 6,66 0,111
Sio2 6,77 0,432 0,985 5,32 9,97 0,246
P205 0,812 0,564 1,65 0,741 1,43 0,210
S03 82,4 88,1 83,5 84,3 76,6 96,1

Cl 0,862 1,658 1,87 0,923 1,16 0,883
K20 0,387 0,445 0,765 0,319 0,440 0,161
CaO 0,301 0,158 0,423 0,331 0,363 0,219
TiO2 1,29 1,67 2,54 1,30 1,27 1,48
MnO 0,021 0,043 0,045 0,022 <0,001 <0,001

Fe203 0,359 0,134 0,543 0,272 0,401 0,144
CuO <0,001 <0,001 0,023 <0,001 0,019 <0,001
Zn0O 0,009 <0,001 0,015 0,015 0,015 <0,001
BaO <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Figura 44 - Mapa EDS de elementos presentes nas amostras de biofilmes de cultura pura
(Pseudomonas aeruginosa) sobre as amostras de membrana. Auséncia de

para o elemento bario.

aglomerados
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Mesmo néo havendo permeagdo, observou-se uma influéncia de biofilmes complexos e
alguns biofilmes de cultura pura na deposi¢do de sais ou em uma espécie de troca idnica ocorrida
pela interacdo de componentes da &gua com a matriz do biofilme. De acordo com Tortora (2012),
as paredes celulares de bactérias gram-positivas possuem acidos teicdicos em suas superficies.
Estes acidos possuem carga negativa e podem unir e regular o movimento de cétions para dentro
e para fora da célula. Todos os biofilmes de cultura pura exceto o de Pseudomonas aeruginosa
eram constituidos por microrganismos gram-positivos. A Unica bactéria gram-positiva que ndo
apresentou resultados positivos na incorporacdo de ions ou deposicdo de sais foi Bacillus
thuringiensis, indicando que a influéncia de biofilmes na deposicéo estaria mais relacionada com
a constituicdo quimica da matriz, que € diferente para cada tipo de microrganismo.

Diversas espécies de Bacillus produzem uma variedade de EPS como: levana (polimero,
constituido por unidades de frutose vinculadas por ligagdes glicosidicas do tipo ), f-1,3-Glucano
(polissacarideos de mondmeros de D-glicose unidos por ligagdes glicosidicas . Sdo um grupo
diversificado de moléculas que podem variar no que diz respeito a massa molecular, a
solubilidade, a viscosidade, e a configuracao tridimensional), e heteropolimeros principalmente
compostos por agucares neutros e conjugados de acucar e proteina. Alguns EPS de Bacillus séo
excelentes emulsificantes e capazes de remover metais pesados (Lakshminarayanan, 2015).

Em sistemas de osmose reversa reais em operacdo, na qual ocorre permeacdo e,
consequentemente, concentracdo de ions na solucdo (principalmente nos ultimos elementos do
vaso), a presenca de biofilmes deve influenciar na deposicéo de sais nestes elementos. Thompson
et al., 2012, em um trabalho envolvendo permeacdo de membranas de osmose reversa de
bancada, concluiu que um biofilme pré-formado na membrana aumenta a deposicdo de sais
devido a um aumento da concentracdo polarizacdo. Herzberg e Elimelech (2007), concluiram
que a resisténcia hidraulica causada pelos biofilmes é devido ao EPS produzido e ndo devido a
presenca apenas de células microbianas; estas seriam responsaveis pelo aumento da pressdo

osmotica transmembrana causada pelo aumento da concentracdo polarizagéo.

6.4.5 Concluséo

Os resultados obtidos neste experimento mostraram que a presenca de biofilmes em
sistemas de osmose reversa possui algum tipo de interferéncia nos ions e compostos presentes na
solucgéo (seja na deposicdo de sais ou na troca ionica), agravando problemas como: queda de
producdo e danos as membranas. Como a presenca de biofilmes nestes sistemas é inevitavel, a
deposicao de sais, considerada apenas nos ultimos elementos dos vasos de pressdo, pode tambem,

ser um problema em outros elementos que nao estejam localizados no final dos vasos de pressao.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Polissacar%C3%ADdeo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Glicose
https://pt.wikipedia.org/wiki/Liga%C3%A7%C3%A3o_glicos%C3%ADdica
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75 CAPITULO 5: LIMPEZA QUIMICA E RECUPERACAO BACTERIANA EM
MEMBRANAS DE OSMOSE REVERSA

7.5.1 Introdugéo
7.5.1.1 Limpeza Quimica de Membranas

Embora, na teoria, a causa para a formacdo dos diversos tipos de fouling possa ser
prevenida por um pré-tratamento adequado da agua de alimentac&o, na pratica, esses problemas
podem ser apenas retardados. Este fato requer agdes apropriadas para conter os efeitos negativos
causados pelo fouling e aumentar ao maximo o tempo de vida das membranas. Além disso,
operacdes de limpeza quimica de membranas em intervalos regulares sdo inevitaveis (KOLK et
al., 2013).

A limpeza quimica é a técnica mais utilizada para a recuperagdo de membranas,
principalmente, em sistemas de osmose reversa.

Manter o fluxo de permeado continua sendo um desafio em sistemas de osmose reversa,
principalmente, devido ao fouling de membranas. Compostos organicos (geralmente matéria
organica natural e microrganismos), compostos inorganicos como: CaCO3z, CaSQO4, BaSQOj4, SiO>
e coldides, podem depositar sobre a superficie das membranas, diminuindo o fluxo de permeado
(ESPINASSE et al., 2012).

Os agentes de limpeza mais comumente utilizados em sistemas de membranas sdo:
acidos, bases, surfactantes, enzimas, agentes complexantes, desinfetantes e a combinacdo destes
agentes.

De acordo com Tragardh (1989), limpeza é definida como um processo no qual os
substratos removidos nao fazem parte do material. Os objetivos dos procedimentos de limpeza
quimica e desinfeccdo sdo: obter uma estrutura que é fisicamente limpa (promovendo fluxo e
separacdo adequados em operacBes subsequentes), quimicamente inerte (livre de residuos que
podem contaminar o produto e biologicamente limpo (no qual uma reducdo adequada de
microrganismos pode ser alcangada) (D’SOUZA; MAWSON, 2007). Para alcangar estes
propositos, alguns cuidados devem ser tomados: os agentes quimicos utilizados ndo devem
danificar a membrana (pH e temperatura extremos), o0 processo de limpeza e sua frequéncia
devem ser otimizados para minimizar efeitos adversos na vida Util das membranas, os produtos
quimicos utilizados devem ter uma disposicao final adequada e minimizacdo dos gastos com
agua e interrupc¢éo frequente do processo (TRAGARDH, 1989; LAWRENCE et al., 1998).

Uma limpeza inadequada em sistemas de filtracdo por membranas pode acarretar em

aumentos nos custos de filtracdo como apontados por Hall (1992):
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1. Um agente de limpeza muito agressivo pode resultar em uma deterioracdo irreversivel da
membrana e um aumento da substituicdo das mesmas no sistema. Tipicamente, o custo
na troca de membranas constitui cerca de 25-30% do custo total do sistema.

2. Um procedimento de limpeza quimica incorreto aumenta o consumo de energia, 0s custos
com operadores e uma reducdo na produtividade.

3. Protocolos incorretos de limpeza resultardo em perda do fluxo e/ou contaminagéo do

produto.

7.5.1.2 Agentes Quimicos Utilizados
Limpeza é uma reacdo heterogénea entre o agente e a camada de fouling. Para uma
limpeza adequada da membrana, o agente quimico utilizado deve possuir as seguintes
caracteristicas (D’SOUZA; MAWSON, 2007):
1. Uma concentracdo adequada, com boa solubilidade e facil lavagem.
2. Dissolver o fouling e manté-lo em solugdo, para prevenir seu posterior deposito nas
superficies que foram limpas.
3. Formar pouca espuma.
4. Boa compatibilidade com o material da membrana e outros componentes do sistema
como juntas de cola e espacadores.
5. Deve promover a desinfeccdo de superficies tmidas.

Os principais agentes de limpeza quimica sdo (MADAENI; SAMIEIRAD, 2010):
e Bases

Hidroxido de sédio (NaOH) e hidréxido de potassio (KOH) sdo substancias inorganicas
altamente alcalinas que se dissolvem rapidamente em agua liberando ions hidréxidos. Sua alta
alcalinidade promove uma rapida hidrdlise de proteinas e outros residuos organicos e uma
eficiente saponificacdo de gorduras e 6leos em temperaturas acima de 50 °C. SolucGes desses
compostos em pH entre 11-12 sdo recomendados para a remocéo de fouling contendo proteinas
e outros compostos organicos. A presenca de ions hidroxido pode promover a disrupcdo da
camada de fouling por mecanismos como: aumento da forga ibnica, aumento da solubilidade de
compostos organicos e aumento do pH. O aumento do pH deve resultar em um aumento da carga
negativa de compostos organicos, devido a desprotonagdo de grupos carboxilicos e fendlicos.
Em pH 11, a maioria dos grupos funcionais presentes em aguas residuais € desprotonada e, além

disso, os compostos adquirem carga negativa. Sob estas condi¢es, as interacdes repulsivas entre
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os constituintes do fouling facilitam a liberacdo e o transporte destes da superficie da membrana
para a solucdo (ANG et al., 2011).

e Acidos
Acidos séo utilizados, principalmente, para dissolver precipitados de sais inorganicos ou
oxidos. Acido nitrico ou acido fosforico sdo, frequentemente, utilizados na limpeza de
membranas. Entretanto, a utilizagdo de acido citrico vem aumentando devido a sua brandura e
facilidade de enxague (D’SOUZA; MAWSON, 2007).

e Surfactantes

S80 compostos que possuem, em sua estrutura, regides hidrofilicas e hidrofdbicas.
InteracOes entre a membrana e o surfactante sdo dominadas por rea¢des hidrofilicas/hidrofobicas.

Os surfactantes agem sobre a membrana de diversas formas: facilitam a remocgéo de
depdsitos, suspendem materiais (auxiliando na solubilizacdo e emulsificacdo), estabilizam
espumas, adsorvem em superficies melhorando suas propriedades e agem como biocidas
(MARRIOTT, 1997).

Existem quatro classes gerais de surfactantes: aniénico, ndo idnico, catidnico e anfotero.
Os dois primeiros sdo recomendados para 0 uso em limpeza de membranas. Surfactantes
anibnicos apresentam carga negativa quando dissociado em agua e sdo normalmente vendidos
como sais de sodio, potassio e aménio. Surfactantes ndo ibnicos sdo surfactantes que nédo se
ionizam em solugédo; formam pouca espuma, independente do pH, séo facilmente removidos

porém, geralmente, sdo menos efetivos que 0s agentes anidnicos.

e Enzimas

A utilizacdo de enzimas é geralmente empregada se a limitacdo de pH da membrana for

10 ou abaixo, ou se uma grande quantidade de depoésito estiver presente. A enzima

protease € comumente adicionada em detergentes enziméaticos (KRACK, 1995). Uma

aplicacdo de enzimas, geralmente empregada com sucesso, € quando altas concentracfes
de proteinas estdo presentes nos depdsitos.

A utilizagéo de enzimas na limpeza de membranas oferece algumas vantagens quando
comparadas com os regimes tradicionais de limpeza (&cido ou basico) dentre elas, temos a maior
biodegradabilidade, menor agressdo as membranas e poucos problemas referentes a poluicéo.

Alguns problemas referentes ao uso de enzimas estdo no fato delas possuirem limites de
tolerancia ao pH, a agentes surfactantes e detergentes (KUMAR; TIWARI, 1999).
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e Agentes Quelantes
EDTA é um dos agentes complexantes utilizados para a remocao do fouling em sistemas
de membranas filtrantes. Existem seis posi¢des moleculares na molécula de EDTA que poderiam
contribuir para a formacéo de ligagdes de hidrogénio e complexos com os materiais presentes

nos depositos localizados na superficie das membranas (MOHAMMADI et al., 2002).

e Desinfetantes e Sanitizantes

Muitos detergentes possuem caracteristicas desinfetantes porém, a aplicagcdo de um
sanitizante € uma pratica comum para a reducdo de microrganismos. Um sanitizante adequado
ndo deve agredir as membranas e sua aplicacdo deve ser acessivel a todas as partes do sistema,
incluindo as regides do concentrado e permeado das membranas (D’SOUZA; MAWSON, 2007).

Peroxido de hidrogénio e hipocloritos sao desinfetantes efetivos que podem ser utilizados
em muitos polimeros orgénicos utilizados na fabricacdo de membranas. A utilizacdo de
hipocloritos, entretanto, diminui a vida Gtil das membranas e sua utilizacdo deve ser feita com
cuidado. Dicloroisocianarico é um sanitizante satisfatorio mas, o dioxido de cloro, € pouco
efetivo (BOHNER; BRADLEY; 1992). Produtos contendo é&cido peracético sdo bons
sanitizadores pois, sdo compativeis com a maioria das membranas e podem passar através de
membranas de osmose reversa, permitindo a sanitizacdo do permeado. Produtos baseados em
compostos quaternarios de amonio e iodo, ndo podem ser utilizados, devido a sua adsorcao na
superficie das membranas, causando a queda do fluxo de permeado e danos nas membranas
(KRACK; 1995).

e Cloreto de Sodio (NaCl)
A utilizacdo de cloreto de s6dio como agente de limpeza tem sido feita em diversas
pesquisas de bancada, apresentando resultados significativos. De acordo com Ang et al. (2011),
o cloreto de sodio mostrou-se efetivo na limpeza de amostras de membranas de osmose reversa

colmatadas com matéria orgénica hidrofilica como o alginato.

e Agua
Ciclos de limpeza de membranas consomem grande quantidade de agua pura. Pré-filtros
devem ser utilizados para remover sélidos em suspensdo e contaminagéo bacteriologica; além de

manter o nivel de compostos organicos reduzidos para evitar o crescimento de biofilmes.
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A presenca de ferro, manganés, silica e outros sais podem formar depdsitos sobre as
membranas, podendo alterar a atividade de agentes utilizados na limpeza quimica; devido a esses
problemas, deve-se utilizar 4gua deionizada (produzida por troca idnica) ou dgua permeada de
osmose reversa durante o processo de limpeza.

Atualmente, outras metodologias de limpeza estdo sendo estudadas como, por exemplo,
a utilizacdo de dioxido de carbono supercritico (SC CO.) para a remogdo, principalmente, de
matéria organica (biofouling) em superficies de membranas de osmose reversa (MUN et al.,
2012). O didxido de carbono supercritico ndo € téxico, possui e € um potente antimicrobiano
(MUN et al., 2012); porém, sua utilizac&o € inviavel devido ao alto custo na obtengdo do dioxido

de carbono neste estado.

7.5.1.3 Frequencia de Limpeza
Os fabricantes de membranas, geralmente, recomendam uma limpeza quimica quando:
e Ocorre uma queda do fluxo de permeado em 10%.
e A passagem de sais aumentar de 5-10%.
e Quando a diferenca de presséo entre a alimentacao e o concentrado aumentar de 10-15%

(DOW, 2010-).

Na maioria dos casos, a limpeza so é realizada quando existe um maior impacto sobre 0s
indicadores de performance (fluxo de permeado, pressao diferencial —alimentagéo e concentrado
e passagem de sais) por diferentes razGes. Deve ser considerado que os depdsitos, geralmente,
ndo se distribuem por igual sobre a superficie das membranas. Em outras palavras, uma queda
do fluxo de permeado de 10% causada, por exemplo, por incrustacdo, ndo significa que todos os
elementos tém uma perda de performance de 10%. A deposicdo de sais comeca onde ocorre
maior concentracdo (nos ultimos elementos da planta) e ocorre muito pouco nos primeiros
elementos. Isto significa que os ultimos elementos, provavelmente, ja possuem uma incrustacao
severa, enquanto que o fluxo de permeado de todo o sistema caiu apenas 10%. (KOLK et al.,
2013).

7.5.1.4 Duracao e os Passos de uma Limpeza

Para uma limpeza quimica adequada em membranas de osmose reversa, é importante
verificar a composicdo quimica da agua de alimentacdo, tentando entender como e se
determinados componentes poderdo formar o fouling nas membranas, além disso, uma autopsia
adequada de elementos colmatados ira4 determinar o tipo de fouling predominante, auxiliando

assim, na utilizagdo correta de produtos quimicos na limpeza.
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Existem diferentes regimes de limpeza e a escolha do produto utilizado para esta
finalidade ira depender do tipo de membrana, do produto tratado e do design do sistema
(WAGNER, 1996). Um ciclo tipico de limpeza, descrito por Tragardh (1989), consiste nos
seguintes procedimentos: lavagem com agua para remover os produtos, limpeza em um ou mais
passos, lavagem com agua para remover detergentes e depdsitos remanescentes e uma
desinfeccéo final.

O tempo de lavagem (utilizando agua de permeado) depende do tamanho da planta do
sistema, mas geralmente, o tempo utilizado varia entre 5 e 20 minutos; em plantas com pouca
area de membrana o tempo pode ser menor, enquanto que em plantas de grande dimensdo, um
tempo maior é requerido (KRACK, 1995). Durante todo o processo de lavagem, o concentrado
deve ser descartado, e a lavagem deve continuar até a corrente do concentrado ficar limpa e
neutra. O aumento do fluxo devido a lavagem com &gua ocorre devido a remoc¢do de materiais
soltveis e adsorvidos. Além disso, uma lavagem efetiva € um importante processo do ciclo de
limpeza pois, residuos podem reduzir a eficacia de um agente de limpeza subsequente ou de um
agente sanitizante (D’SOUZA; MAWSON, 2007).

A maioria dos regimes de limpeza consiste na utilizacdo de uma solucdo basica seguida
de uma solugdo &cida, utilizando a lavagem com &gua do permeado entre as etapas. Para
membranas poliméricas, também é comum a utilizacdo de uma solucéo basica com cloro depois
da limpeza éacida pois, uma segunda limpeza alcalina, aumenta o fluxo de permeado (BOHNER
E BRADLEY:; 1992). O tempo de circulacdo de cada agente de limpeza depende do tamanho de
cada planta e pode exceder trinta minutos em grandes sistemas de membranas; além disso, um
aumento exagerado do tempo de limpeza pode diminuir o fluxo de permeado subsequente,
mostrando que a variavel tempo pode ser otimizada (MAKARDIJ et al., 1999).

Uma vez caracterizado o fouling sobre a membrana, um ou mais produtos quimicos
poderdo ser utilizados na limpeza. Estes agentes podem ser preparados manualmente ou,
comprados de empresas especificas. E comum a utilizagdo de diferentes agentes quimicos na
limpeza quimica de membranas. Tipicamente, uma limpeza com pH alto é utilizada primeiro para
a remocao de depo6sitos como 6leo ou material bioldgico, seguida por uma limpeza com baixo
pH objetivando a remog&o de depdsitos inorgénicos. Em alguns casos, esta sequéncia € invertida
ou apenas uma solucéo de limpeza é requerida para a limpeza das membranas. Outros protocolos
utilizam detergentes para a remocao de matéria e detritos organicos e agentes quelantes como o
EDTA, utilizado para a remocdo de material coloidal e incrustacdo de sulfato. A utilizagéo
incorreta da sequéncia desses produtos durante a limpeza, pode dificultar ainda mais a remogéo
dos depdsitos (HYDRANAUTICS, 2011).
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7.5.1.5 Aspectos Fisicos para Limpeza de Membranas

Os principais parametros fisicos que afetam os processos de limpeza sdo: temperatura,
concentracdo (atividade quimica), energia mecanica (abrangendo combinac6es apropriadas de
pressdo e taxa de fluxo) e tempo. Para limpeza de membranas, o design do sistema, o tipo de
dep6sito sobre as membranas, a qualidade da &gua e o material da membrana devem ser

considerados quando se varia um ou mais parametros descritos acima (ANG et al., 2006).

7.5.1.6 Efetividade da Limpeza Quimica

A verificacdo de uma limpeza quimica adequada pode ser realizada por indicacbes
indiretas como: composicdo, aspecto visual e cheiro da dltima porcdo da dgua de lavagem
(RABILLER et. al., 2002). A autdpsia de membranas é uma ferramenta importante que auxilia
na verificacdo da eficacia de uma limpeza pois, utiliza métodos sofisticados como: microscopia
eletronica de varredura, microscopia de forca atbmica, espectroscopia de fotoelétrons excitados
por raios X e espectroscopia de infravermelho; porém, esta técnica é destrutiva e ndo utilizada
durante a rotina industrial. Dai a importancia em se desenvolver metodologias que comprovem
a eficacia de uma limpeza quimica in-situ.

Para aplicacGes em campo, a restauracdo do fluxo de permeado é a melhor maneira de se
verificar a eficiéncia de uma limpeza quimica.

Praticamente ndo ha pesquisas executadas com rigor cientifico de limpeza quimica de

membranas de osmose reversa oriundas de plantas em operacdo comercial (real).

7.5.2 Objetivos

Verificar a acdo de alguns compostos quimicos utilizados em limpeza quimica de
membranas (HCI, NaOH, EDTA e SDS) em elementos de osmose reversa industriais colmatados,
predominantemente, por diferentes tipos de fouling, e em bactérias presentes em biofilmes

formados em amostras de membranas contidas em células de fluxo.

7.5.3 Materiais e Métodos
7.5.3.1 Limpeza Quimica em Membranas de Uso Industrial Colmatadas
7.5.3.1.1Amostras de Membrana

As amostras foram coletadas de trés diferentes elementos de osmose reversa colmatados
enviados por diferentes empresas para autopsia. Estas foram cortadas, de diversas regides dos
elementos (entrada e saida), e mantidas em geladeira até o procedimento de limpeza quimica de

bancada.



121

7.5.3.1.2Autopsia dos Elementos
A caracterizacdo do fouling na superficie das membranas foi feita pelas seguintes
analises: quantificacdo de peso seco, material organico, proteinas, carboidratos, unidades

formadoras de col6nia e analise elementar por fluorescéncia de raios X.

7.5.3.1.3Limpeza Quimica de Bancada (analise qualitativa)

Para o teste de limpeza quimica de bancada foi utilizado um bequer e um agitador
magnético para simular um fluxo tangencial sobre a superficie das membranas. Durante o
procedimento de limpeza quimica, as amostras de membrana foram fixadas utilizando fita

adesiva na parede do béquer, mantendo-as fixas (Figura 45).

Figura 45 - Amostras de membranas de osmose reversa durante o procedimento de limpeza quimica de
bancada.

7.5.3.1.4Reagentes Utilizados na Limpeza Quimica

Os reagentes utilizados foram: solucdo de acido cloridrico (Synth, pH = 2), solucéo de
hidroxido de sodio (Synth, pH = 12), acido etilenodiamino tetra-acético dissddico (Synth, 2 mM)
e dodecil sulfato de sddio (Synth, 10 mM). As solugdes foram preparadas utilizando agua mili-

Q.

7.5.3.1.5Procedimentos de Limpeza

Diferentes tempos foram testados para cada solucdo utilizada na limpeza (10, 20 e 30
minutos). Testes de combinacdo de solugdes também foram realizados (&cido + base, base +
4cido, EDTA + 4cido, EDTA + base, SDS + acido e SDS + base). Agua mili-Q foi utilizada por
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10 minutos antes, entre (quando mais de uma solucdo foi utilizada) e apds a utilizacdo das

solucdes de limpeza.

7.5.3.1.6Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
Foi utilizado o microscopio eletrénico de varredura da marca FEI, modelo Quanta 600

FEG para uma visualizacdo mais detalhada da acdo das solugfes na remocao do fouling.

7.5.3.2 Teste de Limpeza Quimica em Bactérias Contidas em Biofilmes
7.5.3.2.1Amostras de Membranas

As amostras utilizadas no experimento foram obtidas de um elemento de osmose reversa
novo (Modelo: RE-70-1812) (Figura 46). Foram montadas células de fluxo contendo estas

amostras para a montagem do sistema utilizado no experimento (Figura 47).

Figura 46 - Elemento de osmose reversa novo (A) utilizado para obtengdo de amostras (B).

Figura 47 - Duas células de fluxo montadas com amostras de membranas limpas dentro.
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7.5.3.2.2Sistema para Crescimento de Biofilme Complexo

Apo6s a montagem das células de fluxo, estas foram levadas até o galpdo montado na raia
olimpica da USP para serem conectadas, em paralelo, a tubulagdes por onde agua bruta da raia
olimpica pudesse circular constantemente nestas células de fluxo para a formacao de biofilmes

sobre as amostras de membranas (Figura 48). O fluxo de 4gua em cada célula foi de 8 L/h.

Figura 48 - Sistema montado na raia olimpica da USP para o crescimento de biofilmes.

7.5.3.2.3Compostos Quimicos Testados

Foram testados 0s seguintes compostos quimicos para limpeza das amostras de
membranas apds crescimento de biofilmes: &cido cloridrico (pH = 2), hidroxido de sddio (pH =
12), EDTA (2 mM) e SDS (10 mM). Para cada composto testado, foram utilizadas 6 células de
fluxo que ficaram conectadas no sistema por 15 dias ininterruptos para o crescimento de

biofilmes.
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7.5.3.2.4Procedimento para Limpeza Quimica das Amostras

A limpeza quimica das amostras foi realizada em béquer com agitacdo magnética para
simular um fluxo tangencial na superficie das membranas (Figura 49). As amostras foram fixadas
em uma das extremidades do recipiente, com fita adesiva, para manté-las fixas na parede do

béquer durante o procedimento de limpeza.

7.5.3.2.5Procedimento para Teste de Limpeza e Recuperacdo Microbiana
Os procedimentos para o teste de cada produto quimico utilizado foram os seguintes:

e 2 células de fluxo: foram retiradas as amostras ap0s 15 dias em contato com agua da raia
olimpica da USP, trituradas com 200 mL de d4gua destilada em liquidificador, na poténcia
maxima por 3 minutos, para o desprendimento e desagregacdo do biofilme e feita a
contagem de células vidveis em meio R2A (Merk).

e 2 células de fluxo: foram retiradas as amostras apds 15 dias em contato com &gua da raia,
feita a lavagem das amostras com o produto quimico (na temperatura ambiente) a ser
testado em béquer por 30 minutos (Figura 49) e, posteriormente, estas foram trituradas
em liquidificador para posterior contagem de células viaveis em meio R2A (Merk).

e 2 células de fluxo: foram retiradas as amostras ap0s 15 dias em contato com agua da raia
olimpica, feita a lavagem das amostras com o produto quimico a ser testado em béquer
por 30 minutos, remontagem das células de fluxo com as amostras apds lavagem e
montagem de um sistema para circulacdo da dgua da raia olimpica autoclavada nestas
células por quinze dias ininterruptos (Figura 50) para, logo em seguida, fazer a trituracdo
das amostras e contagem de células viaveis em meio R2A (Merk). O reservatorio

contendo agua da raia autoclavada foi trocado de dois em dois dias.
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Figura49 - Sistema de circulacdo de dgua da raia autoclavada nas amostras de membrana apos lavagem
guimica. Reservatorio (A), bombas peristalticas (B) e células de fluxo (C).

7.5.3.2.6Microscopia Eletrénica de Varredura
Foi utilizado o microscépio eletronico de varredura da marca FEI, modelo Quanta 600
FEG, para uma visualizacdo mais detalhada da formacao de biofilme nas amostras ap6s 15 dias

em contato com agua bruta da raia olimpica.

7.5.4 Resultados e Discussao
7.5.4.1 Limpeza Quimica em Membranas de Uso Industrial Colmatadas
7.5.4.1.1Caracterizacdo do Fouling do Elemento Analisado

O objetivo desta analise foi verificar a causa da colmatacdo dos elementos analisados. Os
diferentes elementos foram denominados elementos 1, 2 e 3.

A tabela 24 mostra os resultados obtidos de peso seco, porcentagem de matéria organica,
unidades formadoras de col6nia e quantificacdo de proteinas e carboidratos nas amostras de
membranas analisadas. Grande parte do fouling presente nos elementos 2 e 3 foi de origem
organica; ja o elemento 1, apresentou predominancia de fouling inorganico.
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Tabela 14 - Caracterizacdo do fouling nas amostras de membranas.

Amostras Peso Seco % Matéria UFC % proteinas® % carboidratos”
(mg/cm3) Organica” (colbnias/cm2)?

Elemento 1 0,67+0,14 19,5+ 1,64 1,32 x 10* 6,8+1,2 19+0,37

Elemento 2 0,44 £0,09 56,1+12,38 1,61 x 10° 1,06 + 0,27 15,61 £ 5,38

Elemento 3 0,72 +0,09 47,0 +6,3 1,23 x 10° 0,46 £ 0,07 7,61 +0,08

* Porcentagem referente ao peso seco.
2 Desvio padrdo de = 30%.

Na quantificacdo elementar, os teores apresentados foram determinados por analise semi-
quantitativa sem padrfes com analise de elementos quimicos de flor a uranio, em espectrémetro
por fluorescéncia de raios x (Tabela 25). Esta analise evidenciou uma quantidade predominante
de compostos contendo aluminio, silicio e ferro nos trés elementos. Grande quantidade de calcio

também foi encontrada no fouling proveniente do elemento 1.

Tabela 15 - Analise semi-quantitativa, valores expressos em % de 6xidos, normalizados a 100%.

Amostra de Fouling Elemento 1 (%) Elemento 2 (%) Elemento 3 (%)

Al2O3 30,9 111 16,2
SiO; 25,13 44,6 54,4
P20s 2,6 3,70 5,08
SOs 54 3,44 1,90
Cl 0,15 0,59 0,35
K20 0,33 1,53 2,46
CaO 219 1,42 1,60
TiO, 2,29 0,80 1,77
Cr20s 0,05 6,57 2,30
MnO 0,08 0,24 0,12
Fe.03 10,25 19,6 11,2
NiO 0,13 0,84 0,18
CuO 0,02 0,78 0,31
ZnO 0,69 0,15 0,07
SrO 0,02 nd 0,01
SnO; 0,02 2,02 0,18
Na,O Nd 0,56 0,66
MgO Nd 1,90 1,85

nd = elemento nao detectado.
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A autopsia mostrou que o elemento 1 colmatou, principalmente, por fouling inorganico
e/ou coloidal. O alto contetido de célcio ocorreu pela grande concentracao de ions calcio e contra-
ions na agua de alimentacdo, que aumentou ainda mais devido a permeacdo da agua pelos
elementos de membrana, excedendo o limite de solubilidade de alguns sais de célcio (como o
CaSOs), que precipitaram. A presenca de ferro e aluminio ocorreu, provavelmente, por
problemas no pré-tratamento da agua de alimentacéo, onde sais de aluminio e ferro séo utilizados
em processos de coagulacdo e floculacdo; estes elementos também podem estar associados ao
silicio e oxigénio nos silicatos. O silicio presente, provavelmente, ocorreu na forma de silicatos
e silica. A silica além de ser abundante, é de dificil tratamento depositando-se nas membranas,
geralmente, na forma polimerizada (PENA et al., 2013).

A colmatacdo do elemento 2 foi causada por material organico e inorganico em
proporcOes semelhantes. Grande parte da matéria organica presente foi devido a presenca de
carboidratos. De acordo com Liu e Fang (2005), o EPS produzido pelos microrganismos do
biofilme é composto, predominantemente, de carboidratos. O cheiro de aménia verificado neste
elemento pode ser devido a presenca de microrganismos, como cianobactérias, presentes no
tanque de alimentacdo, que fixam nitrogénio, transformando-o em amdnia, que em agua, forma
ions amonio (TORTORA, 2003). Quanto ao material inorganico observado, a grande quantidade
de silicio observada esté relacionada com a presenca de silica e silicatos na agua de alimentag&o.
A presenca de ferro e aluminio deve-se a utilizacdo de compostos como sulfato de aluminio e
cloreto férrico no pré-tratamento da agua de alimentacdo e na presenca destes nos silicatos
(FAROOK e SHEIKH, 2013). Verificar comentario acima

Grande parte dos depositos contidos no elemento 3 foi de origem organica porém,
provavelmente, houve uma predominancia de matéria orgénica natural como acidos humicos e
falvicos (pouca quantidade de carboidratos, indicando pouca quantidade de EPS e,
consequentemente, pouco biofilme formado). Quanto ao material inorganico observado, a grande
quantidade de silicio observada esta relacionada, também, com a presenca de silica e silicatos na
agua de alimentacdo. A presenca de ferro e aluminio deve-se a utilizacdo de compostos como
sulfato de aluminio e cloreto férrico no pré-tratamento da &4gua de alimentacdo e na presenca

destes nos silicatos.
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7.5.4.1.2Teste de Limpeza Quimica
Este teste foi realizado visando verificar a acdo de diferentes produtos quimicos, em
diferentes combinacgdes, com tempos de acdo variados, na remoc¢do do fouling presente nas

amostras das membranas analisadas.

7.5.4.1.2.1limpeza &cida

A utilizacdo de uma solucédo de acido cloridrico em pH 2 mostrou-se eficaz na remocéo
de boa parte do deposito contido nas amostras do elemento 1. Observou-se uma maior remocgao
aumentando-se o contato da amostra com a solugéo acida. O melhor resultado foi observado apés
30 minutos de limpeza, no qual boa parte do fouling foi removida (Figura 51). As amostras

provenientes dos elementos 2 e 3 ndo apresentaram remocao mesmo apds 30 minutos de contato.

7.5.4.1.2.2limpeza alcalina

O teste de limpeza utilizando uma solucdo de hidréxido de sédio com pH de 12 néo foi
muito eficiente na remocdo dos depositos presentes nas amostras dos trés elementos de
membranas, como observado na figura 52. Mesmo apds 30 minutos de contato com a solucgéo de

hidréxido de sédio, nenhuma remocdo visivel foi observada.



129

Elemento 1 Elemento 1 Elemento 2 Elemento 2 Elemento 3 Elemento 3
(amostras antes da (amostras apds a (amostras antes da (amostras ap6s a (amostras antes da (amostras ap6s a
limpeza com HCI) limpeza com HCI) limpeza com HCI) limpeza com HCI) limpeza com HCI) limpeza com HCI)

r

RTAF
A £/ /tﬁ’
3 , None X §/

N

Figura 49 - Limpeza quimica das amostras de membranas utilizando solucéo de &cido cloridrico em pH 2. As figuras das amostras apds a utilizagdo da solucéo
acida referem-se a tempos de limpeza de 10 (A), 20 (B) e 30 (C) minutos.
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Elemento 1 Elemento 1 Elemento 2 Elemento 2 Elemento 3 Elemento 3
(amostras antes da (amostras apos a (amostras antes (amostras ap6s (amostras antes (amostras apos a
limpeza com limpeza com da limpeza com a limpeza com da limpeza com limpeza com

NaOH) NaOH ) NaOH) NaOH) NaOH) NaOH )

Figura 50 - Limpeza quimica das amostras de membrana utilizando solucdo de hidréxido de s6dio em pH 12. As figuras das amostras ap0s a utilizacdo da
solucéo alcalina referem-se a tempos de limpeza de 10 (A), 20 (B) e 30 (C) minutos (imagens de cima para baixo).
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7.5.4.1.2.3limpeza (Acido + Base)

A utilizacdo da combinacéo de duas solu¢des (&cida e basica) no procedimento de limpeza
apresentou remocao do fouling com apenas 10 minutos de limpeza em cada solucdo nas amostras
dos elementos 1 e 3. Ap6s 30 minutos de contato em cada solucdo, as amostras dos trés elementos
apresentaram remocao consideravel, principalmente, nas amostras dos elementos 1 e 2, no qual

houve uma remog&o de depositos em toda regido das amostras (Figura 53).

7.5.4.1.2.4limpeza (Base + Acido)

A inverséo das solugdes utilizadas na limpeza das amostras de membranas colmatadas do
item 4.1.2.3, apresentou remog&o nas amostras dos elementos 1 e 2. No primeiro elemento, houve
remocao a partir de 20 minutos de limpeza em cada solucédo; ja no segundo, apenas com 30
minutos de contato em cada solucao observou-se remocdo de parte dos depdsitos. Nas amostras
do elemento 3 nédo foi observado remogéo do fouling mesmo apds 30 minutos de contato em cada
solucéo (Figura 54).
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Elemento 1 Elemento 1 Elemento 2 Elemento 2 Elemento 3 Elemento 3
(amostras antes (amostras apos a (amostras antes (amostras ap6s a (amostras antes (amostras apds a
da limpeza com limpeza com HCI da limpeza com limpeza com da limpeza com limpeza com HCI

HCI e NaOH) e NaOH) HCI e NaOH) HCI e NaOH) HCI e NaOH) e NaOH)

Figura 51 - Limpeza quimica de membrana utilizando primeiro, uma solucéo de &acido cloridrico em pH 2 e, posteriormente, uma solucéo de hidréxido de
sodio em pH 12. As figuras das amostras ap0s a utilizacdo das solugdes de limpeza referem-se a tempos de limpeza de 10 (A), 20 (B) e 30 (C)
minutos.
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Elemento 1 (antes Elemento 1 (apos Elemento 2 (antes Elemento 2 (ap6s Elemento 3 (antes Elemento 3 (apos
da limpeza com a limpeza com da limpeza com a limpeza com da limpeza com a limpeza com
NaOH e HCI) NaOH e HCI) NaOH e HCI) NaOH e HCI) NaOH e HCI) NaOH e HCI)

N
L

PR
N

Figura 52 - Limpeza quimica de membrana utilizando primeiro, uma solucdo de hidroxido de sodio em pH 12 e, posteriormente, uma solucdo de acido
cloridrico em pH 2. As figuras das amostras apos a utilizagdo das solugdes de limpeza referem-se a tempos de limpeza de 10 (A), 20 (B) e 30 (C)
minutos.
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7.5.4.1.2.5limpeza com EDTA
A utilizagéo de EDTA como solucéo de limpeza das amostras de membranas apresentou
reducdo dos depdsitos nas amostras do elemento 2 a partir de 20 minutos de limpeza; as amostras

dos demais elementos ndo apresentaram remocdo visivel (Figura 55).

7.5.4.1.2.6limpeza (EDTA + Acido)

O meétodo de limpeza utilizando uma solucgédo acida de acido cloridrico (pH = 2) apos a
utilizacdo de uma solucdo de EDTA mostrou, visualmente, uma remoc¢éo em algumas regides
apos 30 minutos em cada solucdo nas amostras do elementos 1 (Figura 56). Esta combinacgéo de
compostos quimicos ndo mostrou eficacia na remocéao dos depoésitos das amostras dos elementos
2e3.

7.5.4.1.2.7limpeza (EDTA + Base)

O mesmo procedimento de limpeza utilizado no item anterior, porém, com a utilizagéo
de solucdo de hidroxido de sddio (pH = 12) ao invés de HCI ndo mostrou resultados satisfatorios
de remocédo, mesmo ap6s 30 minutos de contato com cada solug¢do nas amostras do elemento 1.
Houve uma remocao significativa dos depositos nas amostras dos elementos 2 e 3 a partir de 20

minutos de contato em cada solucgéo (Figura 57).



135

Elemento 1 (antes Elemento 1 (ap6s Elemento 2 (antes Elemento 2 Elemento 3 (antes Elemento 3 (apds
da limpeza com a limpeza com da limpeza com (ap6s a limpeza da limpeza com a limpeza com
EDTA) EDTA) EDTA) com EDTA) EDTA) EDTA)

de limpeza de 10 (A), 20 (B) e 30 (C) minutos.
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Elemento 1 (antes Elemento 1 (apds a Elemento 2 (antes Elemento 2 (apds a Elemento 3 (antes Elemento 3 (apds
da limpeza com limpeza com EDTA da limpeza com limpeza com EDTA da limpeza com alimpeza com
EDTA e HCI) e HCI) EDTA e HCI) e HCI) EDTA e HCI) EDTA e HCI)

et |
«ig

das amostras ap06s a utilizacdo da solugdo de EDTA e HCI referem-se a tempos de limpeza de 10 (A), 20 (B) e 30 (C) minutos.
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Elemento 1 (antes Elemento 1 (ap6s Elemento 2 (antes Elemento 2 (ap6s a Elemento 3 (antes Elemento 3 (apos
da limpeza com a limpeza com da limpeza com limpeza com EDTA da limpeza com a limpeza com
EDTA e NaOH) EDTA e NaOH) EDTA e NaOH) e NaOH) EDTA e NaOH) EDTA e NaOH)

Al
‘ N

‘1

figuras das amostras apos a utilizacdo da solu¢do de EDTA e NaOH referem-se a tempos de limpeza de 10 (A), 20 (B) e 30 (C) minutos.
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7.5.4.1.2.8limpeza com SDS
A utilizagdo de um surfactante aniénico na limpeza das amostras de membranas néo
apresentou remocao do fouling das amostras dos trés elementos mesmo apds 30 minutos de

contato (Figura 58).

7.5.4.1.2.9limpeza (SDS + Acido)

A acéo das solucdes de SDS e acido cloridrico (pH = 2) ndo mostrou eficacia na remogéo
do fouling sobre as amostras de membrana dos trés elementos apds 30 minutos de acéo (Figura
59).

7.5.4.1.2.10limpeza (SDS +Base)
A acdo das solucdes de SDS e hidroxido de sodio (pH = 12) ndo mostrou eficacia na

remocao do fouling sobre as amostras de membranas apds 30 minutos de acdo (Figura 60).
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Elemento 1 (antes Elemento 1 (ap6s Elemento 2 (antes Elemento 2 (ap6s Elemento 3 (antes Elemento 3 (apds
da limpeza com a limpeza com da limpeza com a limpeza com da limpeza com a limpeza com
SDS) SDS) SDS) SDS) SDS) SDS)

Figura 56 - Limpeza quimica de membrana utilizando uma solugdo de SDS 10 mM. As figuras das amostras ap6s limpeza referem-se a tempos de 10 (A), 20
(B) e 30 (C) minutos de contato com a solucdo de SDS.
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Elemento 1 (antes Elemento 1 (apds a Elemento 2 (antes Elemento 2 (ap6s a Elemento 3 (antes Elemento 3 (ap6s a
da limpeza com limpeza com SDS e da limpeza com limpeza com SDS e da limpeza com limpeza com SDS e

SDS e HCI) HCD SDS e HCI) HCI) SDS e HCI) HCI)

Figura 57 - Limpeza quimica de membrana utilizando uma solugdo de SDS e uma solucéo de &cido cloridrico com pH = 2. As figuras das amostras apos
limpeza referem-se a tempos de 10 (A), 20 (B) e 30 (C) minutos de contato com a solugdo de SDS e HCI.
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Elemento 1 (antes Elemento 1 (apds Elemento 2 (antes Elemento 2 (ap6s Elemento 3 (antes Elemento 3 (apos
da limpeza com a limpeza com da limpeza com a limpeza com da limpeza com a limpeza com
SDS e NaOH) SDS e NaOH) SDS e NaOH) SDS e NaOH) SDS e NaOH) SDS e NaOH)

Figura 58 - Limpeza quimica de membrana utilizando uma solucdo de SDS e uma solucdo de hidroxido de sédio pH = 12. As figuras das amostras apos a
lavagem sdo referentes aos tempos de limpeza de 10 (A), 20 (B) e 30 (C) minutos.
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7.5.4.1.3Microscopia das Amostras apds Limpeza

A microscopia eletronica foi utilizada para verificar se houve, realmente, uma remogéo
efetiva da camada de fouling nas regides das amostras, que visualmente, apresentaram uma boa
remocao durante os diferentes processos de limpeza, além de verificar se ndo houve danos a

membrana, devido a utilizagdo das diversas solugdes.

7.5.4.1.3.1elemento 1

A figura 61 mostrou uma visdo geral das amostras do elemento 1 ap6s os trinta minutos
das diferentes solucdes de limpeza empregadas. A observacdo das micrografias eletronicas de
varredura mostrou que as amostras que foram limpas utilizando uma combinacao de acido e base
apresentaram uma menor quantidade de depoésitos em suas superficies. O procedimento
utilizando apenas HCI na limpeza, também mostrou pouca quantidade de depdsitos.

Uma observagdo mais detalhada foi obtida com aumento de 15000 vezes das amostras.
Este aumento evidenciou que as amostras que foram lavadas com uma solucdo de HCI e uma
combinacdo de &cido e base e/ou base e acido apresentaram regides onde todo o fouling foi
removido da superficie das amostras, permitindo a visualizacdo da superficie da membrana
limpa. A combinacdo de EDTA e HCI ndo foi eficaz na remocdo do fouling, apesar de
macroscopicamente, ter apresentado remocéo (Figura 62).
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Colmatada HCI (pH =2) HCI + NaOH

NaOH + HCI EDTA + HCI

Figura 59 - Micrografias eletronicas de varredura das amostras do elemento 1 com 65 X de aumento apds diferentes solugdes empregadas na remogdo do
fouling das amostras.
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HCI (pH = 2) HCI + NaOH NaOH + HCI

Sum
LCT - Quanta SDOFEG

EDTA + HCI

Figura 60 - Micrografias eletronicas das amostras do elemento 1 com aumento de 15000 X.
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7.5.4.1.3.2elemento 2

As micrografias obtidas com um aumento de 65 X mostraram que a melhor remocéo do
fouling foi obtida utilizando combinagdes de NaOH e HCIl e EDTA e NaOH. Uma anélise mais
detalhada (15000 X), confirmou gque houve remocdo de grande parte do deposito, deixando parte
da membrana limpa visivel. As outras solucdes testadas ndo mostraram eficiéncia na remogéo do
fouling (Figuras 63 e 64).

De acordo com Ang et. al., 2011, a presenca de ions hidroxido pode promover a disrupcao
da camada de fouling por mecanismos como: aumento da forca i6nica, aumento da solubilidade
de compostos orgénicos e aumento do pH. O aumento do pH deve resultar em um aumento da
carga negativa de compostos organicos, devido a desprotonacdo de grupos carboxilicos e
fenolicos. Em pH 12, a maioria dos grupos funcionais presentes em aguas residuais é
desprotonada e, além disso, 0s compostos adquirem carga negativa. Sob estas condicdes, as
interacdes repulsivas entre os constituintes do fouling facilitam a liberacéo e o transporte destes

da superficie da membrana para a solucéo.
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Colmatada HCI + NaOH NaOH + HCI

EDTA EDTA + NaOH

Figura 61 - Micrografias das amostras do elemento 2 com aumento de 65 X.
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HCI + NaOH NaOH + HCI

CT - CruantaBOOFEG

EDTA + NaOH

Figura 62 - Micrografia das amostras do elemento 2 apés limpeza. Aumento de 15000 X.
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7.5.4.1.3.3 elemento 3

As micrografias obtidas com as amostras do elemento 3, apds procedimento de lavagem
quimica, mostraram que ndo houve uma remocao consideravel dos depdsitos sobre as membranas
(Figura 65).

Dentre as solugdes e/ou suas combina¢Bes que apresentaram resultados macroscopicos
de remocdo, a combinacao de HCI e NaOH foi a que apresentou melhor resultado, sendo possivel
observar areas da membrana limpa.

Apesar de, macroscopicamente, outras combinacfes de produtos para a limpeza de
membranas parecerem eficazes (HCI + NaOH e EDTA), pela analise de microscopia eletronica,

comprovou-se que grande parte do depdsito nao foi removida.
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Colmatada HCI + NaOH EDTA + NaOH

HCI + NaOH
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De acordo com os resultados obtidos nas autopsias dos trés elementos, houve uma
colmatacdo predominante de compostos inorgénicos no elemento 1, o que explica a eficacia
observada durante procedimentos de limpeza utilizando &cido cloridrico e combinag6es também
utilizando &cido. A utilizacdo de acidos em limpeza de membranas tem por objetivo dissolver
precipitados de sais inorganicos ou 6xidos (D’SOUZA; MAWSON, 2007). Porém, esta remoc&o
visual ndo foi observada com a utilizacdo de surfactante e &cido. Os surfactantes séo utilizados
para solubilizar macromoléculas organicas. Os surfactantes agem sobre a membrana de diversas
formas: facilitam a remocéo de depdsitos, suspendem materiais (auxiliando na solubilizacédo e
emulsificacdo), estabilizam espumas, adsorvem em superficies melhorando suas propriedades e
agem como biocidas (ANG et al., 2011); esta adsorcdo na superficie das amostras pode ter
dificultado ou impedido a acdo do acido durante o procedimento utilizando SDS e acido.

Nos elementos 2 e 3, devido a presenca de organicos e inorganicos em proporcoes
semelhantes, as solucBes que mais contribuiram com a limpeza foram as combinacdes
envolvendo uma base forte. De acordo com Ang et. al., 2011, a presenca de ions hidréxido pode
promover a disrupcdo da camada de fouling por mecanismos como: aumento da forca idnica,
aumento da solubilidade de compostos organicos e aumento do pH. O aumento do pH deve
resultar em um aumento da carga negativa de compostos organicos, devido a desprotonacéo de
grupos carboxilicos e fenolicos. Em pH 12, a maioria dos grupos funcionais presentes em aguas
residuais é desprotonada e, além disso, 0s compostos adquirem carga negativa. Sob estas
condicdes, as interacdes repulsivas entre os constituintes do fouling facilitam a liberacédo e o
transporte destes da superficie da membrana para a solucéo.

Ang et. al. (2011) utilizou solugfes de NaOH, EDTA e SDS em testes de limpeza em
membranas que foram colmatadas por 17 horas utilizando efluente com matéria organica como

alimentacdo do sistema de bancada.

7.5.4.2 Teste de Limpeza Quimica em Bactérias Contidas em Biofilmes
7.5.4.2.1Formagcao de Biofilmes nas Amostras de Membrana

Ap0s quinze dias ininterruptos em contato com agua da raia, foi observado a formacéo de
uma camada espessa de biofilme nas amostras de membranas (Figura 66). A grande presenca de
algas do tipo diatoméacea deveu-se a sua abundancia na dgua e auséncia de algum tipo de pré-

tratamento da mesma antes de entrar nas células de fluxo.
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——5um

LCT - Cuanta 60

Figura 64 - Micrografias eletrénicas mostrando biofilmes formados sobre as superficies das amostras
de membrana.
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7.5.4.2.2Limpeza Quimica

Apos trinta minutos de limpeza quimica das amostras de membranas, foi verificado que
as solugdes contendo HCI (pH = 2) e NaOH (pH = 12) mostraram um melhor resultado em
relacdo a diminuicdo de células viaveis (reducdo de 98% e 98,9% respectivamente). Em relacéo
as solucdes de EDTA (2mM) e SDS (10 mM), a primeira mostrou-se pouco eficaz na diminuicdo
de células viaveis (reducdo de 17%), e a segunda, praticamente manteve constante o nimero de
bactérias viaveis (Figura 67). Tipicamente, durante uma limpeza quimica de membranas segue-
se uma sequéncia de solucdo basica e solugédo acida. Entretanto, a remocéo de biofouling nunca
foi completa utilizando esta técnica (Ettori et. al. 2011). Filloux et. al. (2015) utilizou uma
solugdo de nitrato de sddio acidificada com &cido cloridrico como Unica etapa de limpeza
quimica, observando que esta solucdo é um biocida forte em baixas concentracdes (0,2 —
2mgN/L) causando uma morte substancial dos microrganismos e um desprendimento dos
mesmos das superficies das membranas.

Posteriormente ao procedimento de limpeza quimica e circulacdo de 4gua autoclavada da
raia olimpica por 15 dias ininterruptos, observou-se que, apos utilizacao de solugdo de HCI (pH
= 2) houve uma recuperacdo de 226% de células viaveis porém, manteve uma reducao de 93,5%
em relacdo a quantidade de viaveis iniciais (nas amostras apds 15 dias em contato com agua da
raia). Ap6s o uso de NaOH (pH = 12) e recirculacdo de agua autoclavada, verificou-se uma
recuperacao bacteriana de, aproximadamente, 3600% e manteve uma reducédo de 59% em relagéo
as amostras ap0s 15 dias em contato com agua da raia olimpica. A utilizacdo de EDTA e posterior
circulacdo de agua da raia, mostrou uma recuperacao de 49% de viaveis, indicando um nimero
igual ou levemente superior ao das amostras ap6s 15 dias de contato com agua da raia. O teste
de recuperacéo apos utilizacdo de solucdo de SDS praticamente manteve constante 0 nimero de
células viaveis quando comparado com 0s nimeros antes e apds a limpeza (Figura 67).

Os testes de limpeza e recuperacdo bacteriana mostraram que solugdes acidas sdo mais
danosas as células bacterianas quando comparada a outras solu¢Bes. Apesar das amostras ndo
serem provenientes de elementos de osmose reversa reais em operagdo e conter, basicamente,
biofouling e fouling organico em suas superficies, os resultados mostraram a dificuldade em se
determinar procedimentos generalizados de limpeza quimica sem ter o conhecimento do tipo de
colmatacédo ocorrido nas membranas.

De acordo com um manual de limpeza quimica de elementos de osmose reversa de um
grande fabricante de membranas, o primeiro procedimento de limpeza seria a utilizacdo de uma
solucdo alcalina. Limpezas &cidas deveriam ser feitas em um primeiro procedimento, apenas se

houvesse a presenca de carbonato de calcio ou 0xidos/hidroxidos de ferro no fouling. Solugdes
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acidas reagem com silica, compostos organicos e biofilmes podendo causar um futuro declinio
na performance do elemento (DOW FILMTEC™ Membranes).
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HCI (pH=2) NaOH (pH=12) EDTA (2mM) SDS (10 mM)
B Apds 15 dias (dgua da raia) 3 Apds limpeza [ Apds 15 dias (Agua da raia autoclavada)

Figura 65 - Contagem de células vidveis nas amostras de membranas durante o procedimento de
limpeza e recuperacdo bacteriana.

7.5.5 Conclusdo
Os resultados obtidos pela utilizacdo, separadamente, de diferentes solucBes de limpeza
qguimica de membranas em relagéo ao biofouling foram:
e Solucdes de HCI (pH = 2) e NaOH (pH = 12) foram eficazes na diminui¢do do nimero
de células viaveis.
e Solucdes de EDTA (2 mM) e SDS (10 mM) foram pouco ou ineficazes em relacdo a
diminuicdo de células viaveis das amostras.

e Houve maior lesdo de células bacterianas utilizando solucéo de HCI (pH = 2).
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Anexo 1: Quantificacdo de magnésio. Amostra 1 (A), amostra 2 (B), amostra 3 (C), amostra 4 (D) e

amostra 5 (E).
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Anexo 2: Quantifica¢do de célcio. Amostra 1 (A), amostra 2 (B), amostra 3 (C), amostra 4 (D) e amostra

5 (E).
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1- 2> C QMMWMWWM result jsp?qvector = 204&depth=0&currentRoot = 0&mum = 20 Q ® =
27 (S -
mnml«mmn,mﬂﬁﬁumwmmum.m“‘mwn.ﬂ.

Lineage:
Revults for Query Sequence: TRC-10, 796 unique oligos
rootrank Root (20) (match sequences)

class Bachill (20)
ceder Bacillales
family Backiscose 1 (19)
wn»imwo.m|m Baciius antheacls: M18; DQR32746
5000584414 - fok_caloutated 0,884 .

5000615570 - pek_calcutated 0.882 mo Bacilies anthvachc M18; DQ2I2746
S000768122 - GoR_calculatd 0.884 1354 unidentified bacterium: MEBOOD; £F 154087
S001156304 - wm 1300 Baciius cereun: EX-15; CUSI023S

; DQIYsar?
O.88) 1269 Backius sp. SC110{2010); HMS6h46s
or_caloutated 0.884 1272 Baciius 1p. SC113{2010); HMS66466
S002231088 - WM 1245 Bacilus 3p. DEO2{2010); HMSA4804

SO02231115 - nek_caloutated 0.88) 1284 Baciius sp. DB812{2010): HMS44831

S002231157 - Mok _caloulated 0.88) 1248 Backius sp. D816(2010); HMS4487)

002231280 - ok _caloviated 0.853 1279 Saciius sp. DUTIS(2010); HMS6ESE
002231398 - ok calculated 0.884 1262 £aciius 3p. DUSB(2010); MUSATI14

$002410007 - moR_calew

SOOTHICHIT - MR

00084807 - B
S004225439 - w‘.ﬂ!” Baciies 1. gx1); KJS04160
unclassified_BacRlabes (
001169340 - Wl‘hm Bacillun corwus: HY-2; EUISEET

€ 2> C Drdp du/seq; h/seqmatch resulL;sp’qvectov Zm&depth -08currentRoot=0&num=20 D@ =
Uata e DUUT YR R TRy ST, DoaT an e g VL0 GASEST, G000 = o
quality sequences

Comments: 1504475 sequences vere included in the search
The screening vsas based on 7-base oligomers
Query Submit Date:  Mon Dec 21 11:15:31 EST 2015
Match hit format: short 10, orlentation, similarity score, S_ab score, unique common oligomers and sequence full name. More help is available.

Lineage:
Results for Query Sequence: TRC-9, 620 unique ofigos
rootrank Root (20) (match sequences)

10,898 1430 Bacius sp. BY/DY-12; DQI14537
O.ﬂ. 1419 BacHilus . cp-h17; anneu

0,898 1392 Bacillus 5. S12508; KFI56625
0.898 1340 Bacillus sp. P37; KJEO4579

Anexo 3: Resultado do seqlienciamento para uma das amostras de bactérias isoladas (Bacillus
anthracis).



M Entrada (1) - bisperes03@ x (3

B rdpcme.msu.edu/seqmat. X

160

€ > C [D rdp.cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch_result.jsp?qvector=204&depth=0&currentRoot=0&num=20

Lineage:

domain Bacteria (20)
phylum Firmicutes (20)
class Bacilli (20)

Results for Query Sequence: TRC-5, 694 unique oligos

rootrank Root (20) (match sequences)

order Bacillales (20)
family Bacillaceae 1 (20)
genus Bacillus (20)

$000638932  not_calculated 0.879 1354 Bacillus thuringiensis; DQ328631

$000691230  not_calculated 0.879 1431 Bacillaceae bacterium KVD-unk-53; DQ490402

S000691231  not_calculated 0.879 1431 Bacillaceae bacterium KVD-unk-72; DQ490403

S000691232  not_calculated 0.879 1431 Bacillaceae bacterium KVD-1790-04; DQ490404
5000826740  not_calculated 0.879 1425 uncultured bacterium; BF0001C042; AM697201

5000893597  not_calculated 0.879 1407 Bacillus cereus; NH11-2; EF690421

$000925671  not_calculated 0.879 1450 Bacillus thuringiensis; IEBC T61001; AM747225

$000966638  not_calculated 0.879 1455 Bacillus sp. PSB7; EU184084

S000967203  not_c 0.879 1348 Bacillus thuringiensis; B144; EU240371
5001045723  not_calculated 0.880 1419 Bacillus sp. cp-h17; EU719663
S001095550  not_calculated 0.879 1317 Bacillus cereus; IBLO1065; EU168409
S001095556  not_calculated 0.879 1312 Bacillus cereus; IBLO1078; EU168415
S001095557  not_calculated 0.879 1311 Bacillus cereus; IBLO1080; EU168416
$001243157  not_calculated 0.879 1389 Bacillus thuringiensis; zx1; FJ463163
5001243158  not_calculated 0.879 1390 Bacillus sp. zx2; FJ463164
S001243159  not_calculated 0.879 1389 Bacillus sp. zx3; FJ463165
$001243160  not_calculated 0.879 1389 Bacillus sp. zx4; FJ463166
S001243163  not_calculated 0.879 1389 Bacillus sp. zx7; FJ463169
5001294415  not_calculated 0.880 1387 Bacillus cereus; MX3; FJ644692
5004225649  not_calculated 0.880 1381 Bacillus sp. Fxzk24-H; KJ504170

‘Questions/comments: rdpstaff@msu.edu

M Entrada (1) - biaperes04@ x | [ Facesbook j.rdp.(me.msu.edu/seqma\c x N
&> C [D rdp.cme.msu.edu/segmatch/seqmatch_result.jsp?qvector=204&depth=0&currentRoot=0&num=20 ﬂ?‘ @ =
Lineage:

Results for Query Sequence: TRC-6, 778 unique oligos

rootrank Root (20) (match sequences)
domain Bacteria (20)
phylum Firmicutes (20)
class Bacilli (20)
order Bacillales (20)
family Bacillaceae 1 (20)
genus Bacillus (20)

5000431101 - not_calculated 0.896 1469 Bacillus cereus; SH 01; AF522353
5000440751 - not_calculated 0.897 1463 Bacillus cereus; SLF6; AJ853737
5000467899 - not_calculated 0.897 1399 Bacillus cereus; CICC10185; AY842872
5000571087 - not_calculated 0.898 1447 Bacillus sp. SMF5; AJ868359
5000584454 - not_calculated 0.897 1435 Bacillus cereus; DQ115540
5000768122 - not_( 0.900 1354 uni ified bacterium; MEB002; EF154087
4 - not_ 0.896 1426 bacterium; BF0001D030; AM697415
001156319 - not_calculated 0.898 1254 Bacillus cereus; EK-28; EU910248
5001241303 - not_calculated 0.897 1379 Bacillus sp. CMAP11; FJ405190
5001242024 - not_calculated 0.896 1405 Bacillus cereus; 6; FJ435214
5001577774 - not_calculated 0.896 1352 Bacillus cereus; DC2; GQ344804
5002230748 - not_calculated 0.896 1269 Bacillus sp. $C110(2010); HM566464
5002230750 - not_calculated 0.896 1272 Bacillus sp. SC113(2010); HM566466
5002231088 - not_calculated 0.896 1245 Bacillus sp. DB02(2010); HM566804
5002231398 - not_calculated 0.897 1262 Bacillus sp. Du58(2010); HM567114
5002410307 - not_calculated 0.897 1384 Bacillus sp. 14X; HQ727953
5002910512 - not_calculated 0.900 1377 Bacillus anthracis; JS41; HQ857773
S003807633 - not_calculated 0.897 1453 Bacillus cereus; JN96; KF150387
5003807659 - not_calculated 0.897 1450 Bacillus cereus; JN166; KF150413
5004225639 - not_calculated 0.900 1379 Bacillus sp. gx13; KJ504160

‘Questions/comments: rdpstaff@msu.edu

Anexo 4: Resultado do sequienciamento para uma das amostras de bactérias

cereus).

isoladas (Bacillus
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G @ =

C 1504475 veere included In the search
The screening vas based on 7-base oligomers
Query Submit Date:  Mon Dec 21 11:21:34 EST 2015
Match hit format: shoet 1D, arientation, sienilacity scong, Sab sare, unique conmon oligomens and sequence Ul nasse. More help i avallable,

Uneage:
Results for Query Sequence: TRC.3, 655 unique oligos

rootrank Root {20) (match sequences)
domain Bacterta (20)
Fmicutes

(20}
class Baclll (20}

order Bachilaies (20)
family Baclllaceas 1 {20}
e Bacllus (20)

S000397262  OGR_cAlculated 0.909 1461 Baclilus coreus; G8639; AY 118271

000515933 met_calculated 0,947 1348 Bacillus sp. POY; AY9E4403

S000M0I71T  feR caloulated 0.910 1387 Bacillus cereus; LAM J0; EU019990
S000925670 ek calculated 0,947 1431 Bacillus thuringlensts: IEBC T24001; AM747224
5000923671 petcalculated 0.947 1430 Bacillus thuringhensis: IEBC T61001; AMT4T22%

5001199782 wo.w 1384 Bacillus thuringlensls; TCCC11336; FI393313
001292644 00A_CHCURMET 0.947 1439 Bacllus thuringlensls serovar bactiner; 1715; EUSTWMAS
5001292667 w..w 1433 Bachilus thuringlensts serovar Cameroun: B6775; EL4296646

001875413 W&w 1383 Bacillus 3p, un U
S001875614 Mok calculated 0.947 1378 Bachilus 3p. PC2T; GUIDISIO
5003615857 net_caloulated 0.948 1345 Baclllus . IFII; SKeds127

e ——

Comments: 1504475 sequences vsere included in the search
The screening vas based on 7-base oligomers
Query Submit Date:  Mon Dec 21 11:22:27 EST 2015
Match hit format: shoet 1D, orientation, similarity score. S_ab score, unique common oligomers and sequence full name. More help is available.

Lineage:
Results for Query Sequence: TRC-4, 855 unique oligos

rootrank Root (zo) (match sequences)
domain Bacteria (20]

Firmicutes (
class Bacilli (20)
‘order Bacillales (20)
famity Bacillaceae 1 (20)
genus Bacillus (20) )
000605479 - ed 0.909 1305 Bacillus sp. L18; DQ192208
0.911 1370 Bacillus anthwacis; JH18; DQ232746

SO00615570 -

) 1385 Bacillus cereus; 19-1; HM104640
) 1376 Bacillus cereus; BOS62; ABEST152
1458 Bacillus sp. S82; HES6267S
m7 aadu-siv. C6(2012); IN9TS114
S003719842 - wo.’n 1397 Bacillus sp. 70(2012}: JQy58862
S003807633 - wﬂ.’” 1458 Bacillus sp. $82; HELA267S
- not_calculated 0.910 1354 ©5_25;

bed 0.910 1466 Bacillus sp. BAB-4159; KIT94117

0.910 1432 Bacillus sp. BAS-4165; KIT94122

- not_calculated 0.910 1381 Bacillus sp. Fxzh24-H; KISO4170
$004229247 - not_calculated 0.910 1381 Bacillus sp. Lad2a; KJ944283

Anexo 5: Resultado do sequenuamento para uma das amostras de bactérias isoladas (BaCIIIus

thuringiensis).
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