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RESUMO

DE OLIVEIRA, F. F. Tratamento de &gua do mar por filtros de areia bioldgicos: estratégia
para o controle de biofilmes. 2017. 117 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de So Paulo, Séo Paulo, 2017.

O presente trabalho avaliou o desempenho de filtros de areia bioldgicos no tratamento da 4gua
do mar a fim de controlar a formacao de biofilmes microbianos em membranas de osmose
reversa, utilizadas para o processo de dessalinizacéo, e posteriormente em tanques de cultivo
de peixes. Para isto, proteinas e carboidratos (principais componentes de biofilmes) foram
quantificados em corpos de prova expostos a diferentes tratamentos. A dgua produzida pelos
tratamentos também foi avaliada por meio da quantificacdo de microrganismos e teor de
carbono organico assimilavel (AOC), que esta associado ao potencial de crescimento
microbiano (PCM). A capacidade dos filtros em reduzir turbidez e SDI a partir da agua captada
no mar, também constituiu um parametro de avaliagdo. A partir dos dados obtidos foi possivel
verificar que os sistemas de tratamento da agua do mar constituidos por filtros lentos de areia
séo capazes de reduzir a incidéncia de biofilmes em membranas de osmose reversa (reduzindo
em até cerca de 80% a concentracdo de proteinas e 88% a de carboidratos). Porém, para que se
tenha uma taxa significativa de remoc¢éo do AOC e reducdo do PCM, esses sistemas requerem
um tempo de maturacdo entre 50 e 60 dias. Por outro lado, em termos de reducéo de turbidez e
SDI, esses sistemas demonstram eficiéncia praticamente imediata, resultando em uma dgua com
turbidez sempre menor que 0.3 UNT e SDI sempre menor que 4. Como forma de tratamento de
agua do mar para sistemas de aquicultura, os filtros lentos de areia demonstraram capacidade
em reduzir a formacao de biofilmes e a deposicdo de material particulado dentro dos tanques
de cultivo, sendo esta redugdo mais evidente no fundo dos tanques e na observacéo realizada
apos 31 dias. O uso de filtros de areia para o tratamento da agua utilizada no cultivo de peixes
pode contribuir para reducéo da frequéncia de manejo e limpeza de tanques.

Palavras-chave: Agua do Mar. Biofilmes. Biofouling. Filtros Bioldgicos. Filtros Lentos de
Areia. Filtros Rapidos de Areia. Membranas Filtrantes. Pré-tratamento.



ABSTRACT

DE OLIVEIRA, F. F. Seawater treatment by biological sand filters: strategy for biofilm
control. 2017. 117 p. Ph.D. Thesis (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2017.

The present work has evaluated the performance of seawater treatment by biological sand filters
in order to control microbial biofilms formation in reverse osmosis membranes, used for the
desalination process. The same filters were also evaluated as a seawater treatment system for
aquaculture, and the performance in biofilms control inside the fish tanks was verified. To
evaluate the performance in terms of biofilms control, proteins and carbohydrates (main
components of biofilms) were quantified in specimens exposed to different treatments. The
water produced by the treatments was also evaluated by microorganisms concentration and
assimilable organic carbon content, which is associated with microbial growth potential. The
performance of turbidity removal and SDI reduction from raw water was also an evaluation
parameter. From the data obtained, it was observed that seawater treatment systems by of slow
sand filters are able to reduce reverse osmosis membranes biofilms (up to 80% proteins
concentration and 88% carbohydrate concentration). However, in order to have a significant
rate of AOC removal and PCM reduction, these systems need a maturation time between 50
and 60 days. On the other hand, in terms of turbidity removal and SDI reduction, these systems
demonstrate immediate efficiency, resulting in water turbidity always less than 0.3 UNT and
SDI always less than 4. The slow sand filters showed efficience to reduce the biofilm formation
and material deposition inside the fish tanks, this reduction was more evident at the bottom of
the tanks and after 31 days. The use of sand filters as a water treatment for fish farming can
contribute to reduce the number of procedures for handling and cleaning tanks.

Keywords: Seawater. Biofilms. Biofouling. Biological Filters. Slow Sand Filters. Rapid Sand
Filters. Membrane Filtration. Pretreatment
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CAPITULO 1 - EMBASAMENTO TEORICO

1.1 Revisao de Literatura

1.1.2 Formacdao de biofouling em superficies imersas em agua do mar

Um grande desafio encontrado recentemente por diversos setores da economia que
exercem suas atividades no mar é o controle do biofouling, que consiste no acimulo indesejado
de depdsito de origem bioldgica sobre superficies. Esta definicdo pode ser aplicada para o
depdsito de organismos macroscépicos como hidréides, cracas e bivalves, bem como para
microrganismos como bactérias, fungos e microalgas. Qualquer substrato, seja natural ou
artificial exposto a 4gua do mar é rapidamente colonizado por organismos, com a formacao
inicial de biofilmes microbianos (CHARACLIS, 1990; DOBRETSOV; ABED; TEPLITSKI,
2013; FLEMMING et al., 2009; FLEMMING, 2011).

Na area naval, a formacéo de biofilmes em cascos de navios resulta em um aumento da
rugosidade da superficie em contato com a agua e consequentemente em um maior arrasto na
navegagdo, aumentando o consumo de combustivel e a necessidade de frequentes
procedimentos limpeza e pintura de cascos com tintas anti-fouling. Somente a US Navy tem
um custo anual estimado em mais de 50 milhdes de dolares voltados para controlar o problema.
Porém, o estabelecimento do biofouling gera um consumo adicional de combustivel estimado
em 180 e 260 milhdes de dolares por ano (CALLOW; CALLOW, 2002; SCHULTZ etal., 2011,
WINNER, 2013).

No ramo da aquicultura, a formacdo de biofilmes em tanques de cultivo gera a
necessidade constante de manejo e limpeza dos tanques, que demanda trabalho do aquicultor e
pode ser um fator de estresse para as espécies cultivadas. Além disso, sdo relatados outros
problemas como restricGes na troca de agua dos tanques, aumento do risco de doencas nas
especies cultivadas, além de danos em diversas estruturas, que prejudicam a producao (CHEN
et al., 1993; PATTERSON; TIMMONS et al., 2009; WATTS, 2003). Entre 5 e 10% do custo
de producdo acaba sendo voltado para métodos de controle e limpeza, que consistem
basicamente na remocao mecanica de material aderido e uso de biocidas. Como 0 uso destes
produtos vem sendo cada vez mais restrito pela legislacdo que regula a producdo de alimentos,
e devido ao exaustivo trabalho de limpeza de tanques, se faz necessario maior investimento em

estratégias para prevenir a formacéo de biofilmes (FITRIDGE et al., 2012).
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Na area industrial sdo frequentes os problemas de biocorroséo produzida por biofouling,
que consiste no processo eletroquimico de dissolugdo metélica iniciado ou acelerado por
microrganismos (FERRARI et al., 1995 apud VIDELA, 2003). Esses problemas séo relatados
em gasodutos de transporte de gas natural, em dutos de distribuicdo de agua potavel, em usinas
geradoras termoelétricas, hidrelétricas, e nucleares, na inddstria quimica e de processos, na
producdo de papel, siderurgicas, refinarias de petroleo, refinarias de alcool, entre outras. Na
industria, além da biocorroséo, a formacao de biofilmes pode ainda gerar problemas na reducéo
de transferéncia de calor em trocadores de calor (DOBRETSOV; ABED; TEPLITSKI, 2013;
MELO; BOTT, 1997),

O uso de membranas filtrantes para o tratamento de dgua também €é um processo
negativamente impactado pela formacao de biofilmes, sobretudo os sistemas de dessalinizacdo
por osmose reversa. A formacao do biofilmes sobre as membranas leva a reducédo do fluxo de
permeacdo, aumento da condutividade do permeado produzido, aumento de pressdo exigida
para 0 processo, e consequentemente o aumento de gastos com energia elétrica e com
procedimentos de limpeza das membranas (FLEMMING et al., 1997; PENA et al., 2012;
SCHNEIDER, TSUTIYA, 2001; VROUWENVELDER et al.; 2010b).

Em sistemas de separacdo por membranas, o termo fouling, € definido como qualquer
material indesejado acumulado de maneira irreversivel sobre a superficie da membrana
(SCHNEIDER; TSUTIYA, 2001). Nas membranas de osmose reversa os tipos de fouling que
podem ocorrer sdo: fouling inorganico, gerado pela precipitacdo de sais; fouling coloidal,
causado pelo acumulo de uma camada de substancias coloidais; fouling organico, que tem
origem a partir da deposicdo de matéria organica natural, além do biofouling, que por se tratar
do crescimento de biofilmes, demonstra ser mais severo e de dificil controle, sendo considerado
o ‘Calcanhar de Aquiles’ dos processos de membrana (FLEMMING et al., 1997).

Um vez que o ambiente aquatico concentra grande quantidade de macromoléculas, que
consistem em produtos do metabolismo ou restos de organismos, estas substancias inicialmente
adsorvem a superficie de materiais em contato com a agua, formando um filme condicionante.
Desta forma, por meio de forcas eletrostaticas, pontes de hidrogénio e interacdes de Van der
Waals, bactérias sdo atraidas e aderem a estes substratos (MURTHY; VENKATESAN, 2009),
iniciando o processo de formacao de biofilmes (Figura 1).

Conforme apresentado nos trabalhos de Rijnaarts et al. (1999) e Morisaki e Tabuchi
(2009), as forcas repulsivas eletrostaticas existentes entre bactérias e superficies diminuem a

medida em que a concentracdo idnica do meio é aumentada. Desta forma, em agua do mar o
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problema do biofouling pode ser agravado pelas condi¢des do meio, que favorecem a
aproximacao de bactérias e consequentemente a adesdo e formacao de biofilmes.

Segundo Characklis e Marshall (1990), com o crescimento bacteriano ocorre a producao
de uma matriz de exopolimeros que confere protecdo aos microrganismos contra agentes
externos, além de adsorver e reter particulas orgéanicas e inorgénicas do meio e conferir
estabilidade mecénica ao biofilme (Figura 1). Essa matriz, também denominada EPS
(Extracellular polymeric substance), é constituida por proteinas, acidos nucléicos, lipideos e
carboidratos (TSUNEDA, 2003). Os carboidratos sdo considerados os constituintes mais
abundantes da matriz de biofilmes (DOGSA et al., 2005)

Figura 1- Etapas da formagao de biofilmes bacterianos sobre superficies: iniciando com a aproximacéao
de bactérias plancténicas e adesdo irreversivel (1), crescimento com producdo de EPS (2) e
desprendimento ou Sloughing (3).

Fonte: Stoodley e Dirckx, 2003.

O Biofouling demonstra ser um fendmeno 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 fenémenos de
transporte que auxiliam os microrganismos na colonizacao 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, conforme apresentado
na Figura 1, que transferem células bacterianas e fragmentos de biofilmes para a coluna d’agua,
possibilitando a colonizagdo de outras superficies (FLEMMING et al., 2009; VEZA et al.,
2008).
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A colonizacao inicial por bactérias gera condi¢des para uma sucessao ecoldgica, com o
posterior assentamento de diatomaceas e outras microalgas, bem como protozoarios e larvas de
invertebrados, contribuindo assim para o crescimento do biofilme em espessura e diversidade
de organismos (COOKSEY; WIGGLESWORTH-COOKSEY, 1995; FLEMMING; LEIS,
2002). Devido a variabilidade na composicdo, biofilmes tendem a reunir organismos com
diferentes metabolismos e estados fisiologicos. Os biofilmes ambientais complexos apresentam
um maior nivel de variedade estrutural e funcional, em relacdo aos biofilmes formados em
culturas puras ou culturas mistas definidas em laboratorio (Figura 2). Essa variedade em
sistemas naturais tem base na presenca de diferentes espécies bacterianas, que coexistem com
inimeras espécies de organismos eucaridticos. Com essa heterogeneidade de populacbes ocorre
a producdo de diferentes tipos de EPS. E toda essa estrutura interage com componentes
ambientais dissolvidos, coloidais e particulados (NEU; EITNER; PAJE, 2003).

Os mecanismos que contribuem para esta heterogeneidade fisioldgica séo
principalmente: gradientes quimicos em microescala (que podem gerar, por exemplo,
microambientes aerdbios e anaerdbios no mesmo biofilme), adaptacdo as condi¢des ambientais,
expressao génica, e variacdo genotipica por mutacdo e selecdo (STEWART; FRANKLIN,
2008).

Figura 2— Micrografias em aumento de 10.000x demonstrando estrutura de biofilme complexo formado
em ambiente marinho, com microrganismos imersos em EPS (A) e biofilmes formados a partir de cultura
pura da bactéria marinha Pseudoalteromonas spongiae (B).
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1.1.3 Fatores ligados & formagéo de biofilmes microbianos em ambientes marinhos

1.1.3.1 Bactérias formadoras de biofilmes

Em meio aquatico, bactérias sdo os microrganismos que iniciam a colonizacdo de
substratos. A composi¢do do filme condicionante formado sobre superficies imersas e as
caracteristicas da superficie de células bacterianas planctonicas determinam o grau de adesao
aos substratos. Em diferentes ambientes, bactérias podem alterar as caracteristicas da superficie
celular modificando sua afinidade ao filme condicionante. A capacidade de aderir a substratos
pode conferir vantagem competitiva as bactérias no processo de colonizacdo de superficies
(SCHNEIDER; MARSHAL, 1994).

No biofilme microbiano formado sobre superficies imersas, a constituicdo da
comunidade bacteriana varia com o tipo de substrato e com o tempo. Lee et al. (2008),
verificaram que em superficies expostas a agua do mar entre 0 e 9 h y-Proteobactéria
(Pseudomonas, Acinetobacter, Alteromonas e outras y-Proteobactérias ndo cultivaveis) foram
pedominantes na comunidade do biofilme, enquanto entre 24 e 36 h ocorreu predominancia de
a-Proteobactéria (Loktanella, Methylobacterium, Pelagibacter e outras a-Proteobactérias ndo
cultivaveis). Neste caso, algumas espécies de y-Proteobactérias tiveram o papel de pioneiras na
formacao do biofilme. XU et al. (2012), também demonstraram o pioneirismo e predominancia
de y-Proteobactérias em biofilmes marinhos, embora segundo Ma et al. (2009), no mesmo local
de estudo a predominancia de bacterias planctonicas foi de a-Proteobactéria, demonstrando que
as comunidades bacterianas predominantes em biofilme e na coluna d’agua podem diferir.

No trabalho de Dang e Lovell (2000), foram identificados em biofilmes marinhos
formados em diferentes superficies mais grupos de a-Proteobactéria do que y-Proteobactérias,
durante as primeiras 72 h de colonizacdo. Neste caso, bactérias do género Alteromonas,
pertencentes a classe das y-Proteobactérias foram identificadas apenas nas primeiras 24 h,
sugerindo que estas bactérias participam dos estagios iniciais de colonizacdo e em algumas
circunstancias podem ser substituidas por outros grupos de bactérias nas etapas seguintes da
colonizagdo de superficies.

A classe y-Proteobactérias pertence ao filo Proteobactéria, com grande riqueza de
géneros (~250). Quanto a diversidade metabodlica, embora a maioria dos organismos seja
guimio-organotrofica, este filo também inclui organismos quimioautotroficos e fototréficos.
Grande parte é aerdbia e com capacidade de toleréncia a variagdes de temperatura (GARRITY
etal., 2005; KERSTERS, etal., 2006; SCOTT et al., 2006). A classe inclui o género de bactérias
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gram-negativas Pseudomonas, sendo a espécie Pseudomonas aeruginosa um organismos
modelo para o estudo da formacdo de biofilmes e que participa dos primeiros estagio da
colonizacdo de superficies imersas em meio aquatico (MARTINY et al., 2003; WEI; MA,
2013). De acordo com Nickel et al. (1985), a adesdo de Pseudomonas aeruginosa a uma
superficie pode ocorrer nos primeiros 5 min. de exposi¢do. Quanto ao habitat, esta espécie pode
ser encontrada em diversos ambientes incluindo o ambiente marinho (KHAN et al., 2007).

As bactérias marinhas do género Pseudoalteromonas, também pertencente a classe das
y-Proteobactérias, sdo amplamente distribuidas no ambiente marinho. Além da serem
encontradas sob a forma planctonica na coluna d’agua, também estdo presentes em muitos
outros habitats, aderidas a rochas, macroalgas e animais marinhos. Grande parte das espécies
descritas do género Pseudoalteromonas foram isoladas de hospedeiros eucarioticos
(SKOVHUS et al., 2004). A bactéria marinha Pseudoalteromonas tunicata é uma espécie
formadora de biofilme encontrada em eucariotos e descrita a partir de isolamento de tunicados
adultos. Esta espécie produz uma série de substancias antimicrobianas incluindo a proteina
AlpP gue pode conferir vantagem durante a competicdo por espaco e nutrientes na colonizagédo
de superficies (RAO; WEBB; KIJELLEBERG, 2005).

A espécies Pseudoalteromonas spongiae, isolada da superficie da esponja Mycale
adhaerens, constituem bactérias esféricas, gram-negativas, sem flagelo, sem motilidade, sem
capacidade de formacdo de esporos e que formam coldnias de coloracdo laranja claro. Sdo
heterotroficas, aerdbias estritas, requerem NaCl para seu crescimento (2 — 6%) e crescem em
pH entre 5 e 10 e entre 12 e 44 °C. Sendo um organismo positivo para catalase, esterase, alfa
quimotripsina, fosfatase &cida, fosfatase alcalina, Dnas, gelatinase, leucina arilamidase,
oxidase, protease e tripsina. Com capacidade de crescer em D-glicose, D-frutose, inositol, D-
manose, D-maltose, inulina, N-acetilglicosamina, e amido como Unica fonte de carbono.
Sensivel a ampicilina, benzilpenicilina, tetraciclina e cloranfenicol (LAU et al., 2005). Huang
et al. (2007) apresentam dados em que biofilmes formados por Pseudoalteromonas spongiae
induziram o assentamento de larvas do Polichaeta Hydroides elegans, indicando que biofilmes
bacterianos podem controlar as condi¢Ges das etapas seguintes de sucesséo, incluindo o
assentamento de invertebrados as superficies.

A producdo de conhecimento acerca das bactérias formadoras de biofilme pode ser
fundamental para a prevencgéo da formacao de biofouling em superficies, por meio da escolha
de medidas adequadas que controlem, por exemplo, a colonizagdo por microrganismos
pioneiros (LEE et al., 2008).
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1.1.3.2 Adeséo e crescimento de microalgas e cianobactérias

Microalgas s@o organismos unicelulares predominantemente autotroficos que habitam
0 ambiente aquatico. Constituem o fitoplancton, que consiste na comunidade de
microrganismos fotossintetizantes que compde o plancton (PEREIRA; SOARES-GOMES,
2002). Estes organismos desempenham um importante papel nos oceanos, fixando CO> em
carbono organico via fotossintese, processo denominado producdo primaria. No ambiente
aquatico o proprio fitoplancton constitui uma parcela significativa do carbono organico
particulado (COP) e as microalgas podem liberar para o meio substancias extracelulares
soluveis, principalmente quando ocorre a morte destes organismos com a lise celular. As
substancias extracelulares liberadas sdo em grande parte carboidratos e constituem o carbono
organico dissolvido (COD) (FALKOWSKI; OLIVER, 2007; MAGUE et al., 1980; PIONTEK
etal., 2011). Os carboidratos produzidos pelo fitoplancton sdo utilizados como fonte de carbono
principalmente por bactérias heterotréficas (LIGNELL, 1990; PIONTEK et al., 2011).

S&o conhecidas cerca de 20.000 espécies de organismos fitoplancténicos, sendo as
microalgas classificadas como: diatomaceas (Bacillariophyceae), dinoflagelados
(Dinophyceae),  cloroficeas  (Chlorophyceae), cocolitoforideos ~ (Haptophyceae),
silicoflagelados (Chrysophyceae) e criptoficeas (Cryptophyceae). Em ambiente marinho as
formas mais abundantes de microalgas, tanto em nimero de individuos quanto em espécies, sdo
as diatomaéceas e dinoflagelados (PEREIRA; SOARES-GOMES, 2002).

Embora ndo sejam microalgas de fato, as algas azuis-esverdeadas ou cianobactérias
(Cyanophyceae), procariotos pertencentes ao dominio Bacteria, também sdo incluidas na
composicdo do fitoplancton, uma vez que esse microrganismos possuem pigmentos
fotossintetizantes e tem significativa contribuicdo nos ciclos biogeoquimicos, contribuindo com
cerca de 25% de toda producdo primaria global e com a fixacdo de nitrogénio gasoso (N2). As
cianobactérias do género Prochlorococcus sdo considerados 0os menores e mais abundantes
organismos fotossintetizantes do planeta. Synechococcus é um outro género de cianobactérias
também amplamente encontrado em ambientes marinhos (BILLER et al., 2014;
BULLERJAHN; POST, 2014; VELDHUIS, 2004).

Em termos de tamanho celular, o fitoplancton é dividido em picofitoplancton (< 2 pm,
inclui as cianobactérias Prochlorococcus e Synechococcus, além de picoeucariotos),
nanofitoplancton (2-20 um, inclui diatoméceas, cloroficeas, cocolitoforideos, silicoflagelados
e criptoficeas) e microfitoplancton (> 20 um, composto principalmente por dinoflagelados e
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diatomaceas) (BOSAK et al., 2012; SIEBURTH; SMETACEK; LENZ, 1978). A morfologia e
dimensGes de alguns géneros de organismos do fitoplancton sdo exemplificados na Figura 3.

Prochlorococcus marina IO—!
I m

Calcidiscus quadriperforatus

Figura 3. Micrografias destacando caracteristicas morfolégicas e dimensfes de alguns organismos
fitoplanctdnicos. A) Dinoflagelado com aprox. 40 um de diametro; B) Diatoméacea céntrica com aprox.
6 um de diametro; C) Diatomacea penada com aprox. 5 um de comprimento; D) Cocolitoforideo com
aprox. 15 um de diametro. E) Cianobactéria com aprox. 0.3 um de didmetro.

Fonte: Falkowski e Oliver (2007), modificada.

Analises demonstram a coexisténcia no ambiente marinho dos grupos pico, nano e
microfitoplancton. Porém, a predominancia de um grupo sobre o outro depende de processos
fisicos e bioldgicos que influenciam a disponibilidade de luz e nutrientes. Desta forma, a
composi¢cdo do fitoplancton pode variar de forma sazonal ou até mesmo ano a ano
(SAMMARTINO et al., 2015).

Devido a heterogeneidade dos organismos, considerando fatores como tamanho celular
e composicdo de pigmentos fotossintéticos, diferencas na composi¢cdo da comunidade
fitoplanctonica entre regides podem resultar em diferentes taxas de produtividade primaria
(FALKOWSKI et al., 2003; GIANNINI, 2016; VALLINA et al., 2014).

De acordo com Villac, Cabral-Noronha e Pinto (2008), diversos estudos avaliando a
diversidade da comunidade fitoplancténica do litoral norte do estado de S&do Paulo, Brasil,
principalmente nas areas que compreendem os municipios de Ubatuba, S&o Sebastido, Santos
e Cananéia, revelaram que a grande maioria de espécies encontradas sao de diatomaceas (82%),
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seguido de dinoflagelados (16%), e com uma menor contribuigdo estdo os silicoflagelados,
cocolitoforideos e cianobactérias. Estudos realizados durante o outono na regido de S&o
Sebastido por Gianesella et al. (1991), demonstraram um predominio de fitoflagelados (70%)
sobre as diatoméaceas (22-26%) em relacdo ao numero total de organismos analisados.

As microalgas e cianobactérias fitoplanctonicas também podem aderir & superficies
imersas passando a integrar um biofilme microbiano. Na sucessdo ecoldgica de biofilmes,
geralmente a adesdo de microalgas ocorre posteriormente as etapas de formacao de um filme
condicionante de macromoléculas e do biofilme bacteriano. Com a colonizacéo da superficies
por diatoméaceas e outras microalgas, o biofilme cresce em espessura e gera condi¢des para o
estabelecimento de outros organismos, incluindo uma série de invertebrados marinhos
(FLEMMING; LEIS, 2002; MURTHY; VENKATESAN, 2009; RAILKIN, 2004). Assim
como as bactérias formadoras de biofilmes, quando estabelecidas sobre uma superficie, as
microalgas também produzem um EPS adesivo, constituido principalmente por carboidratos e
proteinas (BOONCHAI; KAEWSUK; SEO, 2014; XIAO; ZHENG, 2016). Além de fonte
nutricional para os organismos aderidos, o0 EPS compde a matriz estrutural do biofilme e é

responsavel pela aglomeracéo de células (Figura 4).

Figura 4. Micrografias destacando microalgas aderidas ao EPS em biofilmes marinhos.

As analises de biofilmes formados em costées rochosos na regido de Sao Sebastido,
conduzidas por Gallo (2016), demonstraram de forma geral uma predominancia de diatomaceas
em relacdo aos outros grupos, com 71 morfotipos observados, destes, 97% foram diatomaceas
penadas, principalmente do género Navicula e outros morfotipos pertencentes & ordem
Naviculares. As analises também confirmam a hipotese de que areas com alta concentragdo de

nutrientes, como um mangue e pontos de descarte de esgoto, favorecem o crescimento de
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microalgas e o desenvolvimento mais acelerado do biofilme. Além disso, foram registrados
nesses ambientes biofilmes com uma maior diversidade e riqueza de microalgas em relacdo a
areas mais oligotroéficas. De acordo com Johnson e Roberts (2009), todos os trabalhos revisados
associam o aumento da diversidade de espécies nos biofilmes ao enriquecimento de nutrientes

no ambiente.

1.1.3.3 Nutrientes biodisponiveis

Microrganismos tendem a aderir a superficies imersas e crescer a partir do consumo de
nutrientes captados da fase aquosa. Desta forma, o crescimento de biofilmes esta relacionado a
uma fonte de nutrientes disponivel (FLEMMING et al., 1997). Para o crescimento de bactérias
heterotroficas, principais microrganismos que iniciam a formacéo de biofilmes, substancias de
baixo peso molecular sdo mais importantes como substrato comparadas as substancias de alto
peso molecular. Acidos organicos, carboidratos e amino acidos representam as classes de
substancias de baixo peso molecular predominantes em meio aquatico e que constituem a
principal fonte de carbono para estes microrganismos (JENSEN, 1983; SUNDH, 1992). Os
principais componentes organicos dos oceanos sdo os carboidratos, que podem constituir entre
20 e 30% do carbono organico dissolvido. Geralmente em &guas abertas ocorre predominancia
de polissacarideos em regides rasas até a faixa de oxigénio minimo, e monossacarideos em
regides mais profundas (PAKULSKI; BENNER, 1994). Em aguas costeiras, a concentracao de
carboidratos e outros compostos organicos dissolvidos na coluna d’agua pode ser influenciada
pelo aporte de rios, que carream matéria organica de origem terrigena para 0S oceanos
(GUEUEN et al., 2006).

Apenas monémeros, incluindo carboidratos, amino acidos e acidos organicos podem ser
assimilados diretamente por bactérias, quando a assimilacdo destes compostos nao é limitada
por fendmenos de transporte ou permeabilidade da membrana celular (FURHMAN;
FERGUSON, 1986 apud DONDERSKI; MUDRYCK; WALCZAK, 1998; LANCELOT,
BILLEN, 1984).

Foi demonstrado por Donderski, Mudryck e Walczak (1998) a capacidade de utilizagdo
de 14 amino acidos, 12 carboidratos e 12 acidos organicos por isolados bacterianos marinhos,
como Unica fonte de carbono. Neste estudo 50% dos isolados apresentaram boas condicdes de
crescimento em aspartato, glutamato, histidina, glicina, cisteina e lactato de célcio, 8%

cresceram em fenilalanina e galactose, 10% em é&cido glicolico, 11% em ribose, 13% em
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ramnose e 15% em arabinose. Apenas uma pequena porcentagem dos substratos organicos de
baixo peso molecular ndo foi utilizado pelas bacterias.

O fitoplancton constitui a principal fonte de carbono para bactérias heterotroficas no
ambiente marinho. Bactérias podem metabolizar uma fracédo significativa de carbono organico
dissolvido produzido pelo fitoplancton e remineralizar até 50% da producéo primaria (AZAM
et al., 1983; AZAM, 1998). Conforme apresentado por Hammes (2007) o uso de tratamento
com 0z6nio em uma cultura pura de algas, suspensa em agua mineral em com diferentes tempos
de exposicao, foi capaz de gerar a liberacdo de uma significativa parcela de carbono orgéanico
dissolvido, incluindo a fracdo de matéria organica que bactérias heterotroficas podem assimilar
para a sintese de biomassa, denominada Assimilable Organic Carbon (AOC), em portugués
Carbono Organico Assimilavel, que constitui um importante parametro para avaliacdo da
estabilidade microbioldgica de amostras de aguas potaveis e marinhas (FLEMMING et al.,
1997; VAN DER KOOIlJ, 1982; WEINRICH; SCHNEIDER; LE CHEVALLIER, 2011). Em
aguas potaveis, Van der Kooij (1992), verificou que valores de AOC menores que 10 pg C/I,
inibem o crescimento de bactérias heterotroficas, controlando a formacéo de biofilmes.

Nos biofilmes, a producdo de EPS desempenha um importante papel na nutricdo de
microrganismos, devido a capacidade dessa matriz de exopolimeros adsorver substancias da
fase aquosa. Desta forma, a capacidade de assimilagdo de nutrientes pode ser cerca de 60%
maior em biofilmes comparada com bactérias planctdnicas, Além disso, em situacdes de
escassez de nutrientes no ambiente, o proprio EPS pode ser consumido como alternativa
nutricional (KOBERT et al., 1995). Analises da matéria organica de biofilmes demonstraram
que macromoléculas como proteinas e carboidratos sdo 0s seus principais constituintes (LEE et
al., 2009).

Com a acdo de enzimas extracelulares (exoenzimas), substancias organicas complexas
e particuladas podem ser convertidas em AOC. Grande parte destas enzimas estdo envolvidas
na decomposic¢do de carboidratos, peptideos, lipideos e fosforo organico, e em geral, mudancas
no padrdo de expressdo enzimatica por parte do biofilme estdo relacionadas com a
disponibilidade de diferentes fontes de matéria organica no ambiente. Como a atividade
enzimaética e a assimilacdo de nutrientes sdo processos intimamente ligados, 0s microrganismo
com maior capacidade de sintetizar exoenzimas possuem maior competitividade no ecossistema
(ARNOSTI, 2011, GAJEWSKI; CHROST, 1995; ROMANI; ARTIGAS; YLLA, 2012).

Dependendo das necessidades fisioldgicas dos biofilmes, algumas mudancas nas
caracteristicas fisico-quimicas do ambiente e na concentragdo de determinados compostos,

podem limitar o crescimento. A influéncia da temperatura, pH, concentracdo de oxigénio,
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concentracdo de fontes de carbono, nitrato e magnésio, podem ser significativas para o
crescimento de certos microrganismos (BOUR, 2012; FARKAS et al., 2013). Porém, para
resistir as mudancas nas condi¢cdes ambientais, bactérias podem desenvolver mecanismos que
permitem sua adaptacao a alteracGes nestas condicdes, principalmente na resposta a alteragdes
na disponibilidade de carbono (BOUR, 2012).

A disponibilidade de fésforo também é um fator que determina o crescimento
microbiano em meio aquatico. Na agua do mar, a concentracdo de fosfato é geralmente menor
que 33 pg/L (GARCIA et al., 2006), com uma média de 20 pg/L (OZ REEF, 2007 apud
VROUWENVELDER et al., 2010a). Braga e Muller (1998) reportaram durante fendmeno de
ressurgéncia na regido de Ubatuba, S&o Paulo, Brasil, valores de fosfato de 0.43 pg/L, enquanto
os valores de nitrato e silicato foram 4.6 pug/L e 5.7 ug/L, respectivamente. Em experimentos
realizados em sistemas de osmose reversa, a reducdo da concentracao de fosfato para valores
em torno de 0.3 pg/L permitiu limitar o crescimento de biofilmes sobre as membranas, até
mesmo na presenca de altos niveis de carbono organico (VROUWENVELDER et al., 2010a).

Alguns elementos disponiveis em baixas concentracdes na 4gua do mar também podem
influenciar o crescimento microbiano. As vitaminas sdo elementos essenciais para o
metabolismo de microrganismos, ja que a maioria atua como parte de coenzimas. Como muitas
bactérias marinhas sdo auxotroficas para vitaminas Bi e/ou Bio, a disponibilidade destes
elementos pode constituir um fator de limitacdo de crescimento. Desta forma, o conhecimento
sobre a distribuicdo de vitaminas B no ambiente marinho é importante para se avaliar limitacdes
nutricionais. Recentes determinacdes de vitamina B por espectrometria de massa em agua do
mar demonstram que as concentragdes podem chegar a valores menores que 1 picomolar (pM)
em mar aberto. Assim como vitamina B, o ferro, elemento que desempenha importante papel
na respiragdo e um componente essencial de citocromos e algumas proteinas, também é um
composto encontrado em baixas quantidades no ambiente marinho. Mais de 99% do ferro
encontrado nos oceanos estd ligado a compostos organicos, disponiveis em concentraces
menores que 100 pM, gerando forte pressédo seletiva para desenvolvimento de estratégias para
assimilacdo de ferro por parte de microrganismos (KARL; BJORKMAN, 2015; MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2004).

A concentracéo e disponibilidade de nutrientes pode variar sazonalmente em ambiente
marinho. Em biofilmes a quantificacdo quimica e bioquimica é considerada umas das
estratégias mais comuns para se medir biomassa. Wesley e Satheesh (2009), determinaram
variagOes temporais na concentragdo de nutrientes como carboidratos, proteinas, nitrato, nitrito,

fosfato, calcio e magnésio, em placas de acrilico expostos as aguas da costa sudeste da india,
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durante um ano. Dentre os compostos analisados, foi demonstrado maior concentracdo de
carboidratos nos biofilmes formados sobre as placas. Com excesséo dos carboidratos, todos o0s
outros compostos analisados demonstraram uma significativa variagdo de concentracdo a cada
més de observacdo. A concentracdo de proteinas chegou em seu maximo durante o verao e
nitrito e nitrato chegaram em seu maximo durante a primavera. Os resultados apresentados
sugerem que a variabilidade temporal observada na concentragdo de nutrientes em biofilmes é
influenciada pela concentracédo destes nutrientes no meio aquatico, enfatizando a necessidade
de futuros estudos com foco na dindmica nutricional de biofilmes em escalas temporais, bem
como a relacdo entre a concentragdo de nutrientes e composicdo e densidade da comunidades
que compdem o biofilme, para um melhor entendimento acerca do ciclo de nutrientes em

biofilmes marinhos.

1.1.4 Estratégias para o controle de biofilmes em superficies expostas a &gua do mar

De acordo com Flemming (2011), grande parte das dificuldades em controlar biofilmes
em superficies artificiais expostas a dgua do mar, utilizadas em processos ou atividades
econdmicas, esta relacionada a falta de métodos para a prevencdo e detec¢do precoce do
problema. Para um controle efetivo é necessario limitar a concentracdo de nutrientes e
microrganismos nas correntes de agua de alimentacdo dos sistemas, utilizar superficies
repelentes que dificultem a adesdo, utilizar métodos de limpeza eficazes e evitar a aplicacdo de
técnicas de controle pouco efetivas, como uso de biocidas, que matam microrganismos mas ndo
limpam as superficies, deixando muitas vezes residuos organicos que permitem o
restabelecimento de biofilmes. Além disso, é importante a adocdo de estratégias de
monitoramento das superficies para diagnosticar o problema o mais breve possivel e aplicar o
método de controle adequado. Desta forma, & necessario estabelecer uma estratégia

antibiofouling integrada e eficaz (Figura 5).
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Baixa Uso de Limitagdo do Uso de métodos Monitoramento da
concentragéo de superficies crescimento pela de limpeza superficie com
células na fase repelentes limitacéo de eficazes e uso diagndstico precoce
aquosa controlando a nutrientes de superficies e escolha da forma
adesédo de facil limpeza de controle

Figura 5. Elementos-chave para uma estratégia antibiofouling integrada e eficaz.
Fonte: Flemming (2011), modificada.

Em sistemas de dessalinizacdo de agua do mar por osmose reversa, 0 pré-tratamento da
agua bruta € utilizado com o proposito de reduzir contaminantes particulados, coloidais,
organicos, minerais e microbiol6gicos controlando a formacéao de biofilmes e outros tipos de
fouling sobre as membranas.

Os sistemas de pré-tratamento comumente utilizados para agua do mar sdo filtros
rapidos granulares, como os filtros de areia e antracito, que podem ser utilizados com a adi¢do
prévia de coagulantes, bem como sistemas que empregam membranas porosas, como
microfiltracdo e ultrafiltracdo (BONNELYE; GUEY; DEL CASTILLO, 2008; DARWISH et
al., 2016; ELGUERA; BAEZ, 2005; JEZOWSKA et al., 2009; MITROULI et al., 2008;
PRIHASTO; LIU; KIM, 2009; VOUTCHKOV, 2010).

Porém, muitos destes sistemas de pré-tratamento convencionais nao sdo capazes de
remover todos 0s componentes da agua bruta que geram biofilmes, principalmente os
compostos organicos biodegradaveis e alguns microrganismos (FLEMMING et al., 1997,
VOUTCHKOV, 2009a; VOUTCHKOQV, 2010).

Conforme apresentado por BAE et al. (2014), por meio de analise de 16s rRNA, foi
possivel constatar que tanto em sistemas compostos por coagulacdo/floculagdo seguida por
filtros de areia, quanto em sistemas de microfiltragdo, foi possivel identificar nos filtrados
produzidos bactérias formadoras de biofilme, pertencentes a classe y-Proteobactéria. Segundo
Lee et al. (2011), microrganismos estdo presentes em toda parte, e podem formar biofilmes
principalmente na presenca de condic¢des favoraveis como disponibilidade de nutrientes. Desta
forma, para a prevencao do biofouling, uma estratégia viavel seria a aplicacdo de processos
bioldgicos (VAN DER KOOWJ et al., 2007).
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A utilizacdo de biofiltros como forma de pré-tratamento, é uma estratégia efetiva para
inibir a formacdo de biofilmes em sistemas de membrana (CHINU et al., 2009; JEONG et al.,
2013; NAIDU et al., 2013; SHRESTHA et al., 2014). Os beneficios associados ao uso de
sistemas de biofiltracdo incluem: a remocao de matéria organica facilmente biodegradavel
gerando um efluente biologicamente estavel; a remocdo de contaminantes; a ndo utilizacdo de
produtos quimicos de coagulacdo, que representa um ganho ambiental e de custos; a
simplicidade dos processos de operacao e manutencao deste tipo de sistema; e por fim, a melhor
eficiéncia no controle da formagao de biofilmes sobre as membranas (HALLE, 2009).

O conceito da biofiltracdo é baseado no emprego de meios filtrantes biologicamente
ativos, a fim de consumir nutrientes presentes na agua. Desta forma, a reducdo na
disponibilidade de nutrientes a jusante reduz o crescimento de microrganismos nas membranas
(MARETH, 2006). Flemming et al. (1997), descreve este conceito como um "biorreator no
lugar certo”. Em contraste, uma membrana colmatada por biofilmes pode ser considerada um
biorreator no “lugar errado”. Basicamente os fendmenos que controlam a filtracdo bioldgica
sdo: utilizacdo do substrato da fase aquosa; difusdo do substrato através do biofilme; transporte
de massa entre a fase aquosa e o biofilme; crescimento, morte e decaimento da biomassa
(RITTMANN, 1995).

Hu et al. (2005) obtiveram remoc¢do de AOC de até 45% em um biofiltro com meio
filtrante composto por zedlitos, operado como pré-tratamento para a 4gua de alimentacdo em
uma planta de osmose reversa. Persson et al. (2006), compararam dois sistemas de biofiltro: um
com meio filtrante constituido por carvao ativado, e outro por argila expandida. Ambos os
biofiltros foram operados com foco na reducdo do potencial e formacdo de biofilmes e
apresentaram desempenho similar com remocg6es de AOC de aproximadamente 30%. Além
disso, também foi possivel observar reducdo na concentracdo de bactérias na agua tratada.

Biofiltros constituidos com carvéo ativado e antracito apresentaram a vantagem de nao
utilizar produtos quimicos para o funcionamento, e demonstraram significativa remocéo de
material particulado e matéria organica dissolvida. Estes filtros séo capazes de remover AOC
principalmente pela acdo das camadas superiores do meio filtrante onde é possivel registrar
altos niveis de ATP. Além disso, sua capacidade de remocdo de AOC foi observada em sistemas
que operaram utilizando agua do mar (CHINU et al., 2009; JEONG et al., 2013; NAIDU et al.,
2013).
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1.1.4.1 Sistemas de filtros lentos de areia

Filtros lentos de areia apresentam duas fungdes associadas: a reducdo da turbidez por
meio da retencdo de particulas e patégenos como nos filtros convencionais e a remocéo da
matéria organica biodegradavel e outros elementos biodisponiveis utilizando como mecanismo
de remocdo o metabolismo microbiano da schmutzdecke, camada de biofilme aderido ao meio
filtrante (JENKINS et al. 2011; LOGSDON et al., 2002).

Por mais de 200 anos, os filtros lentos de areia tém sido um método eficaz para o
controle de contaminantes microbioldgicos no tratamento de dgua. O primeiro sistema utilizado
para o abastecimento publico de &gua foi um filtro lento de areia, construido em 1804 pelo
engenheiro civil John Gibb, na cidade Pailey, Escdcia (HESPANHOL, 1969). Em anos recentes
observa-se um interesse renovado na aplicacdo de filtros lentos de areia, principalmente devido
a capacidade de remogéo de bactérias, virus e cistos de protozoarios como Cryptosporidium
(HIINEN et al., 2007). De acordo com Logsdon et al. (2002), o tamanho efetivo da areia deve
variar entre 0,15 e 0,35 mm. Visscher (1990) recomenda gue o coeficiente de uniformidade da
areia seja menor que 5, preferencialmente menor que 3.

Através do meio filtrante é aplicado um fluxo descendente (Figura 6), que em condi¢oes
normais de operagdo pode variar entre 0.1 e 0.4 m3/m?/h. Embora, esta taxa de filtracdo seja
recomendada pela maioria dos autores, foram publicados alguns trabalhos empregando taxas
de filtracbes menores (ADLAN; CAKICI, 2007; ASLAN, 2008). O tempo em que um
determinado volume de &gua permanece no filtro pode variar entre 3 a 12 h, dependendo da
taxa de filtracdo empregada (HUISMAN; WOOD, 1974; LOGSDON et al., 2002). A menos
gue a &gua a ser tratada apresente altos valores de turbidez, este tipo de filtro pode operar com
estas taxas de filtracdo sem grandes perdas de carga durante semanas ou até meses. Para 0 uso
direto de filtros lentos de areia a agua de alimentacdo deve apresentar turbidez menor que 5
UNT, e valores de clorofila a menores que 0.05 ug/L (CLEASBY, 1991). Acima destes valores
o sistema de filtro lento de areia requer uma etapa de pré-filtragdo para manter um bom
desempenho de operagéo.

De acordo com Di Bernardo, Brandéao e Heller, (1999) filtros lentos de areia dispensam
a utilizacéo de coagulantes tendo em vista o uso de baixas taxas de filtragdo e granulometria
fina do meio filtrante. Desta forma, estes sistemas se destacam pela simplicidade de operacéo,
gue além de ndo necessitarem de produtos quimicos de custo elevado, também nédo utilizam

grandes quantidades de energia elétrica.
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Figura 6- Esquema hidraulico de um filtro lento de areia. Vazao de alimentacdo (Qi), a velocidade do
fluxo através do meio filtrante (\Vf), a vazdo do efluente filtrado (Qe) e a area do filtro (A).
Fonte: Huisman e Wood (1974).

1.1.4.1.1 Fenémenos fisicos de retencdo de particulas

Durante a operacdo dos filtros lentos de areia a dgua bruta percola através do meio
filtrante por gravidade. Os mecanismos de transporte pelos quais as particulas em suspensdo
sdo colocadas em contato com os grdos de areia do meio filtrante incluem os seguintes
processos: retencdo fisica, que constitui a capacidade de interceptacdo de particulas maiores
gue os espacos intersticiais formados entre os grdos de areia; sedimentacao, que constitui na
precipitacdo de particulas em suspensdo sobre o meio filtrante; inércia e forgas centrifugas, que
permitem que as particulas se movimentem fora da linha de fluxo; difusdo, que movimenta as
particulas contra as superficies dos gréos de areia; e as forcas de Van der Waals e forcas
eletrostaticas, que governam fendmenos de atracdo e repulsdo. A propriedade fisica mais
significante apresentada pela areia é a capacidade de adsorcdo, fendbmeno que ocorre em
superficies em contato com a agua, que contribui para a remocdo de particulas durante a

passagem da agua pelo meio filtrante.
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Um fator que esta relacionado aos mecanismos de remocao € a taxa de filtragdo, sendo
que os processos fisicos e biologicos sdo dependentes da taxa de filtragdo empregada (Ellis,
1985). Huisman e Wood (1974), reportam que taxas de filtracdo acima do recomendado,
resultam em maior passagem de substrato pelo meio filtrante e dificuldade de retencdo de
bactérias. Pointer e Slade (1977) verificaram em filtros lentos de areia que taxas de filtracdo de
0.4 m®m?/h, ndo demonstraram ter efeito sobre a capacidade de remocdo de bactérias pelos
filtros. Baixas taxas de filtracdo determinam que as velocidades de escoamento no interior do
filtro sejam menores, facilitando assim a atuacdo dos mecanismos de transporte de nutrientes
para a superficie e sua biodegradacéao pelos biofilmes aderidos (BRITO et al., 2005).

Como outros métodos de biofiltracdo, os filtros lentos de areia apresentam melhor
desempenho com fluxos de alimentacao constantes. VariacGes das taxas de filtracdo devem ser
evitadas ao longo do periodo de operacdo (LOGSDON et al., 2002). Quanto maior o tempo de
carreira, maior o equilibrio alcancado entre as diversas popula¢des que colonizam o filtro e
melhor é o desempenho de remocéo (DE OLIVEIRA, 2012).

Outro fator que se deve considerar para a remocao de microrganismos em filtros lentos
de areia é a profundidade do meio filtrante. De acordo com Ellis (1985), para uma remocdo de
turbidez e bactérias é necessario um meio com profundidade minima de 30 cm, mas 60 cm é
necessario quando também houver a necessidade de remocdo de virus. Murtha e Heller (2003)
demonstraram que os 30 cm iniciais do meio filtrante foram responsaveis por quase a totalidade
de remocao de células bacterianas. Williams (1987), verificou que praticamente todas as células
sdo retidas nos primeiros 20 cm do meio filtrante, sendo que 0s primeiros 5 cm sdo responsaveis
por aproximadamente 50% da remocao.

De acordo com Campos, Smith e Graham (2006), grande perda de carga tende a ocorre
nos primeiros 2 cm do meio filtrante. Essa perda de carga na regido da schmutzdecke, também
aumenta em funcédo do tempo e diminui em profundidade no meio filtrante. Grande parte do
material depositado tende a se concentrar nos 10 cm iniciais do meio filtrante (Figura 7),
inclusive matéria organica e EPS (DE OLIVEIRA, 2012).
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Figura 7. Depdsito de material nos centimetros iniciais do meio filtrante em um filtro lento de areia.
Fonte: Campos, Smith e Graham, 2006.

De acordo com Pyper e Logsdon (1991) apud Murtha (1998), os filtros podem operar
com nivel da lamina d'agua sobre o meio filtrante varidvel ou constante, com a fungdo de
proporcionar carga hidraulica suficiente para compensar a perda de carga na filtracdo. No caso
de filtros com lamina d’agua variavel, no inicio da operagdo é necessario uma coluna de
aproximadamente 20 cm apenas, mas ap0s a colmatacdo, este valor pode subir para até 1,0 m,
guando geralmente, se encerram as carreiras. Geralmente se deve prever uma faixa de variacdo
de altura, tendo em vista que maiores alturas reduzem a frequéncia de limpezas, porém,
encarecem a estrutura do filtro.

Em geral, a maioria dos autores reportam que a diminui¢do em eficiéncia em filtros
lentos de areia esta relacionada principalmente ao aumento do tamanho do grdo de areia,
aumento na taxa de filtracéo, diminui¢do do tamanho do meio filtrante e diminuicdo do tempo
de maturacg&o bioldgica dos filtros (GUCHI, 2015).

1.1.4.1.2 Capacidade de filtragdo biologica e remocéo de nutrientes
Em filtros lentos de areia, a schmutzdecke formada no topo do filtro pelo acimulo de

detritos e pela formacao de biofilme microbiano, atua como filtro bioldgico e contribui para o

aumento da capacidade de retencdo de particulas com o passar do tempo de operacdo. Isto
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ocorre principalmente devido a reducdo gradual dos espagos entre os gréos de areia, a medida
em que a schmutzdecke se estabelece. O biofilme formado na superficies dos grdo de areia
contribui para 0 aumento da capacidade de adsorc¢éo de particulas (HUISMAN; WOQOD, 1974).
De acordo com Wheeler, Bartman e Loyd (1988), o EPS gerado por biofilmes aderidos a areia
tem papel fundamental na remocéo de particulas, promovendo inclusive sitios de adsor¢éo de
virus e bacterias.

A grande maioria dos organismos que colonizam filtros lentos, conforme apresentado
por Eighmy et al. (1993), sdo bactérias heterotroficas, microalgas e protozoarios. Podendo
geralmente ocorrer também a presenca de organismos maiores como nematodos, anelideos e
artropodes. Wakelin et al. (2011) analisaram a comunidade microbiana estabelecida em um
filtro lento de areia. Os resultados demonstraram que a comunidade de eucariotos era dominada
por Cercozoa. Outros organismos como protozoarios ciliados, microalgas, protozoarios
ameboides, além de fungos dos filos Ascomycota e Chytridiomycota também foram detectados.
A comunidade de Archeas foi constituida principalmente por membros da ordem
Halobacteriales- Por divisdo de filos, a comuidade bacteriana foi constituida por 43% de
Proteobactérias, 24% de Firmicutes, e 16% de Actinobactéria. O crescimento de alguns
organismos que se estabelecem no meio filtrante pode ser controlado por meio de predacédo ou
pastagem. Weber-Shirk e Dick (1999), sugerem que a atividade de protozoarios é um dos
principais fatores que envolvem a remog&o de bactérias. Por sua vez, as bactérias e Archeas séo
0s principais agentes de remocdo de nutrientes dissolvidos (WAKELIN et al., 2011).

A colonizacdo por algas também desempenha importante papel em filtros lentos de
areia. Durante o dia e sob influéncia da luminosidade, ocorre o crescimento de algas no meio
filtrante, que passam a captar dioxido de carbono, nitrato, fosfato e outros nutrientes a partir da
coluna d’agua para a sintese de biomassa. O processo de fotossintese libera oxigénio na agua,
auxiliando os processos de oxidacdo da matéria organica presente no filtro e tornando-a mais
facilmente assimilavel por microrganismos do biofilme (HUISMAN; WOOD, 1974).

Segundo Jeong et al. (2013), as caracteristicas do meio filtrante podem implicar na
selecdo das bactérias que se estabelecem no meio filtrante. Desta forma, um meio que favorecga
maior adesdo de organismos heterotréficos pode conferir maior capacidade de remocao de
AOC.

Trabalhos anteriores avaliaram o desempenho de filtros lentos de areia utilizados como
pré-tratamento para processos de dessalinizagdo por osmose reversa e além de controlarem a
turbidez e SDI da agua (CORRAL et al.,, 2014) também foram observadas reducdes
significativas de AOC (VAN DER HOEK et al., 2000). Além da capacidade de remogéo de
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carbono organico, os filtros lentos de areia podem remover outros nutrientes. Nakhla e Farooq,
(2003) demosntraram a ocorréncia simultanea de processos de nitrificagéo e desnitrificacdo em
filtros lentos de areia processos. Adams (2006) observou remocéo de 63% do nitrogénio e 56%
do fosforo em filtros lentos de areia. Uma remocdo de 95% de nitrato em filtros lentos de areia
foi verificada por Aslan (2008). Porém, aumentos na taxa de filtragdo podem implicar em
reducdes nas taxas de remoc¢édo de nitrato (ASLAN; CAKICI, 2007; NAKHLA; FAROOQ,
2003).

Em filtros lentos de areia utilizados para o tratamento de efluentes secundarios,
conforme apresentado por Nancy, Josephine e Lizzy (2014), ocorreu remogdo de
aproximadamente 94% do fosfato contido na alimentagdo. E conforme apresentado por Farooq
et al. (1994), filtros lentos de areia aplicados ao tratamento terciario de efluentes demonstraram
taxas de remocao de nitrato, fosfato e sulfato de 17-30%, 8.3-84% e 5-10%, respectivamente.
Porém, de acordo com Saayman (2000), ao analisar a concentracdo de ortofosfato na entrada e
na saida de filtros lentos, foi constatado que além da remocéo, pode, em algumas condices,
também ocorre a liberagdo de fosfato do meio filtrante para a coluna d’agua, aumentando a

concentracdo do nutriente na saida do filtro.

1.1.4.1.3 Fatores limitantes para a aplicagéo de filtros lentos de areia

Embora considerada uma tecnologia de baixo custo, de facil operacdo, que emprega as
filtracBes fisica e bioldgica associadas, e sem a necessidade de uso de produtos quimicos, a
aplicacdo de filtros lentos de areia ainda enfrenta uma série de limitages técnicas. Um fator
limitante é a necessidade de periodos de maturacdo do filtro exigido no inicio de cada periodo
de operacdo, entendido como o equilibrio da comunidade que se forma no meior filtrante,
necessario principalmente para que a filtracdo bioldgica ocorra de maneira eficiente (BRITO,
et al., 2005; HUISMAN; WOOD, 1974). Durante este periodo, 0s lentos de areia operam em
uma condicédo sub 6tima de desempenho (HAIG, 2014) (Figura 8).
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Figura 8. Periodo de maturagéo no ciclo de vida de filtros lentos de areia.
Fonte: Haig (2014), modificada.

O amadurecimento de filtros lentos € um processo complexo que envolve 0s
mecanismos bioldgicos e fisioldgicos. De acordo com Joubert e Pillay (2008), pode ser
necessario um periodo de maturacdo de 6-8 semanas para obter um bom desempenho de
filtracdo bioldgica. Para iniciar a remocdo de AOC, por exemplo, pode ser necessario um
periodo superior a 8 semanas (DE OLIVEIRA, 2012). Porém, o tempo de maturacdo varia em
cada sistema e/ou local de instalacdo, uma vez que o processo de maturacdo depende de uma
série de fatores conjugados, como a concentracdo de nutrientes na dgua bruta, temperatura
ambiente, quantidade de bactérias presentes no afluente, tamanho efetivo do grdo de areia e
outras condicgdes relacionadas a operacdo (HUISMAN; WOOD, 1974). Conforme apresentado
por Brito et al. (2005), um aumento da taxa de filtracdo para obtencdo de um volume maior de
filtrado, pode comprometer a maturagdo biologica do filtro. O emprego de fluxo ascendente
também foi considerado um fator adverso.

Algumas outras limitacdes incluem obstrugdes precoces dos filtros causadas em
condi¢Bes de alta turbidez e altas concentracdo de algas, que conduzem as interrupcdes
frequentes para limpeza. Quanto aos métodos de limpeza, estes na maioria das vezes envolvem
a raspagem manual da schmutzdecke, que consiste em um procedimento que pode demandar
exaustivo trabalho do operador. Com a remogédo de grande parte do biofilme aderido pela
raspagem, pode ocorrer a reducgdo da capacidade de biofiltracdo, necessitando um novo periodo
de maturacdo (COLLINS; EIGHMY; MALLEY, 1991; HUISMAN; WOOD, 1974).
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No caso dos procedimentos de limpeza para recuperagdo dos filtros, em substitui¢éo ao
procedimento de raspagem é possivel utilizar o método wet harrowing que consiste no
revolvimento dos primeiros centimetros do meio filtrante onde se forma a schmutzdecke, sendo
este um procedimento que demanda menor trabalho para o operador em relacdo ao método de
raspagem e necessita um tempo menor de maturacao, ja que parte do biofilme permanece nas
primeiras camadas do filtro (COLLINS; EIGHMY; MALLEY, 1991). Porém, ambos os
procedimentos podem ser considerados desvantajosos quando comparados com procedimentos
comumente utilizados em filtros rapidos, como a retrolavagem.

Recentemente, Pizzolatti et al. (2015) demonstraram que a retrolavagem também pode
ser utilizada em filtros lentos de areia, sem nenhum prejuizo de rendimento em termos de
qualidade de agua, perda de carga, e duracdo das carreiras, quando comparada com métodos de
limpeza por raspagem.

O controle da qualidade de 4gua de alimentacdo é um fator determinante para evitar uma
obstrucéo prematura de filtros lentos de areia. E recomendado que a 4gua de alimentacio tenha,
preferencialmente, até 5 UNT de turbidez, porém o parametro mais critico é a concentracéo de
algas, tendo em vista que floracBes podem causar rapidamente a obstrucdo de filtros. As
concentragOes de clorofila-a devem ser preferencialmente inferiores a 0.05ug/l (CLEASBY,
1991; COLLINS; EIGHMY; MALLEY, 1991). Embora alguns tipos de algas possam
beneficiar o processo de biofiltragdo disponibilizando mais oxigénio dissolvido no meio,
facilitando a oxidacdo da matéria organica, também pode ocorrer com 0 processo de
fotossintese uma redugdo nos niveis de COz, levando a uma dissociacdo do bicarbonato,
gerando carbonato e COz2, conforme equagéo 1. A reducéo nos niveis de bicarbonato leva a
uma diminuicdo temporéaria da dureza da &gua, e consequentemente a precipitacdo de
carbonatos insoltveis no meio filtrante (HUISMAN; WOOD, 1974).

(Equagéo 1) Ca(HCO3), » CaCO3+ CO2+ H20

A precipitacdo de carbonato de célcio pode gerar um aumento do grdo da areia que
compde o meio filtrante, sendo este um fendmeno ndo desejado, uma vez que os filtros sdo mais
efetivos em remocéo de particulas com meio filtrante composto por gréo finos de areia. Além
disso, a precipitagdo de carbonato pode “cimentar” os grdo de areia formando conglomerados,
prejudicando a capacidade de filtragdo. Em caso de meios filtrantes compostos por carvéao
ativado, este tipo de precipitacdo pode inibir a capacidade de adsorcdo do material (LOGSDON,
2008).
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No caso de grande concentracdo de algas na agua de alimentacdo alguns autores
recomendam cobrir os filtros para protegé-los da luz. Desta forma, com base nas caracteristicas
da &gua a ser tratada e na qualidade da agua que se quer obter apds o tratamento, deve ser
estabelecido na fase de projeto se os filtros lentos serdo construidos expostos ou protegidos da
luz. Embora alguns trabalhos tenham sido publicados sobre este assunto, ainda restam algumas
incertezas acerca do desempenho de filtros lentos com e sem cobertura.

Campos et al. (2002) operaram filtros lentos de areia com e sem cobertura. Os resultados
demonstraram que a biomassa intersticial no filtro descoberto aumentou com o tempo de
operacdo e decresceu com a profundidade do meio filtrante, havendo desenvolvimento da
schmutzdecke no topo do meio filtrante. Nos filtros cobertos, houve pouco acimulo de biomassa
com o tempo, e nenhuma correlacdo foi observada entre a concentracdo de biomassa e a
profundidade do filtro, além de n&o ter ocorrido o desenvolvimento da schmutzdecke nos filtros
cobertos. Apesar das diferencas no estabelecimento de biomassa em meio filtrante, ndo foram
observadas diferencas significativas na remocao de carbono organico dissolvido e total. Porém,
foi observado por Huisman e Wood (1974), que o consumo de oxigénio em filtros descobertos
pode ser 10 vezes maior do que em filtros cobertos. No trabalho de Iwase et al. (2006), foi
possivel verificar que o oxigénio adicional fornecido pela comunidade de algas implicou em
um aumento do potencial de biodegradacdo em filtros lentos. Além disso, o estabelecimento da
biomassa de algas em filtros descobertos ndo gerou nenhum prejuizo de perda de carga em
relacdo aos filtros cobertos.

Os tipos de algas predominantes também sdo determinantes para o0 bom desempenho de
filtros lentos de areia, uma vez que o crescimento de algas filamentosas gera uma rede de fibras
formando uma manta, que sob a influéncia da luz solar mais intensa produz bolhas de oxigénio,
que quando liberadas diminui a resisténcia no meio filtrante com um aumento do fluxo de
filtracdo. Por outro lado, quando microalgas como diatomaceas sdo predominantes, esta manta
ndo tem grande desenvolvimento, permitindo maior resisténcia a filtragdo (HUISMAN;
WOOD, 1974).

Um estratégia utilizada para evitar obstrugdes precoces, incluindo as que ocorrem pelo
elevado aporte de algas, é a aplicacdo de sistemas de pré-filtracdo. Conforme apresentado por
Iwase et al. (2006), o uso de roughing filters de fluxo ascendente como tratamento preliminar
foi efetivo para minimizar o aumento da perda de carga em filtros lentos.

O uso de roughing filters (filtros com meio filtrante de granulometria mais grossa que a
da areia, geralmente construidos com cascalho) é descrito na literatura como etapa comumente
utilizada para o pre-tratamento da agua de alimentacdo (HENDRICKS, 1991; WEGELIN,
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1996). Filtros de discos também podem ser utilizados com a mesma finalidade (DE OLIVEIRA,
2012). O pré-tratamento da agua antes da filtracdo lenta é imprescindivel quando a &gua a ser
tratada estd sujeita a mudancas severas nos padrdes de qualidade ou quando ha elevada
concentracdo de coloides ou de poluentes industriais, comprometendo a capacidade de filtracdo
(HUISMAN; WOOQD, 1974).

Outro desafio em filtros lentos de areia é a dificuldade em aumentar a capacidade de
biofiltracdo. Alguns autores recomendam a pré-ozonizagdo da agua de alimentacdo, visando a
quebra de &cidos humicos e fulvicos, bem como substancias de alto peso molecular em geral,
com o aumento de compostos de facil assimilagdo por microrganismos. Também € citado o uso
de nonwoven (material sintético ndo tecido) no topo do meio filtrante, visando um aumento no
desempenho, tendo em vista que este material possui grande area para adesao de biofilme e
grande porosidade (COLLINS; EIGHMY; MALLEY, 1991). Graham e Collins (2014), citam
0 uso de mantas de polipropileno com maior porosidade do que a areia, que além de melhorarem
0 desempenho de filtragcdo, ainda eliminam a necessidade de raspagens da camada superior do
meio filtrante, j& que estas mantas podem ser removidas lavadas e reutilizadas, reduzindo o
trabalho de manutencéo.

Geralmente filtros lentos sdo estruturas pesadas e de pouca ou nenhuma mobilidade,
pois sdo construidos com materiais de alta densidade, como areia, pedriscos e cascalhos. Desta
forma, sdo necessarios mais estudos visando a substituicdo dos materiais convencionais por
materiais mais leves. Ferraz e Paterniani (2002), verificaram que mantas nonwoven, foram
eficazes também ao substituir a camada de drenagem de filtros lentos de areia, que geralmente
é construida por pedriscos e cascalhos no modelo convencional. Essa substituicdo ocorreu sem
prejuizos a capacidade de remocdo de impurezas. A utilizacdo de materiais leves, como 0
nonwoven, pode apresentar beneficios na construcado de filtros, com a reducdo da quantidade de
enchimento dos filtros e substituindo materiais que requerem mais trabalho para a manipulacéo.

Dentre todos os desafios encontrados para o estabelecimento dos filtros lentos de areia
como tecnologia viavel para o tratamento de agua, o mais significativo é que estes sistemas
requerem grandes areas para sua instalacdo, grandes quantidades de meio filtrante, e méo-de-
obra adicional para as etapas de limpeza (CIPOLLINA, 2009). Por exemplo, enguanto a area
necessaria para a instalagio de um filtro lento de areia para o uso industrial é de 1620 m? (para
a producao de 486 m3h a uma taxa de 0.3 m3/m?h) um filtro rapido de areia ocupa apenas 196
m? para tratar o mesmo volume de agua, sendo um aspecto de desvantagem, principalmente em
locais onde as areas disponiveis sdo limitadas e/ou muito caras (HUISMAN; WOOQOD, 1974).

Em alguns lugares como no Japao, projetos para instalacdo de sistemas de tratamento de agua
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por filtragcdo lenta deixaram de ser desenvolvidos e algumas plantas antigas deixaram de ser
operadas. Principalmente devido ao interesse por outras alternativas para o uso do solo no pais.
Além disso, novas tecnologias para o tratamento de dgua potavel também demonstraram ser
efetivas na remocéo de turbidez e de alguns patdégenos como Criptosporidium, gerando certa
pressdo para a escolha de tecnologias mais compactas ao invés de filtros lentos de areia
(YAMAMURA, 2014).

1.1.4.2 Sistemas de filtros rapidos de areia biologicos

Embora os filtros lentos possuam alta capacidade de filtracdo fisica e bioldgica e
dispensem a utilizacdo de produtos quimicos, com o passar dos anos ocorreu um gradativo
abandono de sua utilizacdo em sistemas de abastecimento publico de agua, em prol de filtros
rapidos de areia (HESPANHOL, 1969), principalmente pela maior capacidade de producéo de
agua tratada em um espagco menor comparado aos filtros lentos. Os filtros rapidos sdo mais
compactos, construidos com areia de tamanho efetivo 0.4-1.2 mm, sendo geralmente operados
com taxas de filtracdo entre 5 e 15 m¥m?h (DI BERNARDO, 2002), embora na literatura
estejam descritos filtros rapidos operados com taxas menores (ALBERTS et al., 2015; LEE et
al., 2014). Estes filtros sdo amplamente utilizados no tratamento de &gua para o abastecimento
publico e para o uso industrial, contando com uma etapa prévia de clarificacdo que utiliza
coagulantes quimicos (DI BERNARDO; BRANDAO; HELLER, 1999; HELLER; PADUA,
2006; MIERZWA; HESPANHOL, 2005).

Os filtros rapidos de areia também podem ser utilizados sem a adicdo prévia de
coagulantes, principalmente aplicados no tratamento de dguas subterraneas para remocao de
amonio e nitrito. Esta aplicacdo é possivel devido a microbiota estabelecida no meio filtrante
com capacidade de nitrificacdo (GULAY etal., 2014; LEE et al., 2014; PALOMO et al., 2016).
Desta forma, esses sistemas também podem ser denominados filtros rapidos de areia biol6gicos.

Trabalhos com filtros rapidos bioldgicos vém sendo desenvolvidos na Dinamarca, que
obtém grande parte da agua para o abastecimento publico em mananciais subterraneos. O
tratamento é feito principalmente por meio de aeracdo seguida da passagem da agua pelos
filtros. Porém, o sistema de tratamento deve garantir qualidade da &gua para potabilidade, sendo
uma grande preocupacdo a contaminacéo da adgua subterranea por pesticidas (HEDEGAARD;
ALBRECHTSEN, 2015). A capacidade de degradacdo de residuos de pesticidas em aguas
subterraneas tratadas por filtros rapidos biolégicos foi demonstrado por Alberts et al., (2015) e

Hedegaard e Albrechtsen (2015). Porem, estes filtros possuem baixa capacidade de remocéo do
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carbono orgéanico ndo volatil (ALBERTS et al., 2015; LEE et al., 2014). De acordo com Alberts
et al. (2015), o consumo de oxigénio em processos de oxidacdo da amonia a nitrato pode
competir com a demanda de oxigénio para a degradacdo de carbono pela respiracdo de
microrganismos.

A adi¢do de coagulante previamente a filtragdo rapida € tida como uma etapa importante
para a remogédo de carbono organico total, sendo observado maior taxa de remoc¢do quando
associadas as etapas de coagulacdo e biofiltracdo. Porém, essa eficiéncia de remoc¢do pode
variar de acordo com a composic¢ao da matéria organica natural (HOZALSKI; GOEL, 1995).

Embora contribua para a remogédo de COT, a etapa de coagulagcdo também representa
um custo adicional no sistema de tratamento. Embora exista um custo considerado pequeno
com a aquisicdo de produtos quimicos, pode haver um alto custo ambiental que envolve o
manejo destes produtos e disposicdo final do lodo produzido (LAU et al.; 2014; PEARCE,
2010). Outra desvantagem da etapa de coagulacdo € que em ambientes com frequentes
alteracOes na qualidade da agua, como é o caso da agua do mar, também €é necessario realizar
frequentemente o jar-test, utilizado para definir a melhor combinacdo das concentracfes de
produtos quimicos e condicdes de pH ideais em cada situacdo (BRATBY, 2006). Bar-Zeev et
al., (2013) demonstraram que no pré-tratamento para sistemas de 0smose reversa, 0S COmpostos
quimicos podem ser substituidos por métodos de biofloculacdo antes da passagem por filtros
rapidos de areia.

A filtracdo rapida precedida de coagulacdo e floculacdo é utilizada em um grande
nimero de plantas de osmose reversa, sendo considerado o método convencional de
pretratamento da agua bruta com foco no controle de fouling. Na maioria destes sistemas séo
utilizados filtros multimidia contendo areia e carvdo antracito (BAR-ZEEV et al., 2012;
BONNELYE; GUEY; DEL CASTILHO, 2008; BREHANT; BONNELYE; PEREZ, 2002;
LEVI etal., 2015; MITROULI et al., 2009; MITROULI et al., 2008; VOUTCHKOQV, 2009b).
BAR-ZEEV et al. (2012) demonstraram que filtros rapidos de areia utilizados no pré-tratamento
de agua do mar em plantas de osmose reversa, foram eficientes na retengdo de particulas
maiores que 0.35 mm além de moderada eficiéncia de biofiltracdo, sendo necessario mais

estudos para maximizar o desempenho desta tecnologia como biofiltro.
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1.1.5 Justificativas e organizacéo dos objetivos do trabalho em capitulos

O pre-tratamento da agua do mar em plantas de dessalinizacdo por osmose reversa é
feito tipicamente pelos filtros granulares convencionais, que contam com uma etapa de
coagulagdo e floculagdo, necessitando o uso de produtos quimicos coagulantes. O pré-
tratamento da agua por sistemas de membranas, como a microfiltracdo e ultrafiltragdo, também
vem sendo adotado devido principalmente aos beneficios relacionados ao elevado desempenho
no preparo da agua para a alimentacdo de osmose reversa. Porém, um pré-tratamento composto
por sistemas de membrana também pode apresentar alguns problemas como uma alta incidéncia
de fouling e consequentemente uma maior necessidade de uso de produtos quimicos para
limpeza e/ou reposicao de elementos de membrana, dentre outros problemas (VOUTCHKOV,
2010). Diante deste cenario, o presente trabalho teve como escopo a avaliacdo de sistemas de
filtros lentos de areia como um método de tratamento alternativo aos tipicamente utilizados nas
plantas de osmose reversa para dessalinizacdo de dgua do mar.

O Capitulo 1 foi constituido por uma compilacdo de informacGes para contextualizar o
leitor no tema abordado, caracterizar o problema da formacdo de biofilmes e detalhar os
sistemas de tratamento de &gua do mar estudados. Os objetivos principais do trabalho se
concentraram nos Capitulos 2 e 3, que respectivamente, objetivaram avaliar se os de filtros
lentos de areia apresentavam alguma capacidade em preparar a agua do mar, auxiliando no
controle de biofilmes sobre membranas, e comparar o desempenho de filtros de areia bioldgicos
lentos e rapidos e uma unidade de ultrafiltracdo. O Capitulo 4 consistiu de um trabalho baseado
em um objetivo adicional ao projeto, que buscou comparar o desempenho de dois sistemas de
baixo custo para o tratamento de dgua para tanques de aquicultura. Um sistema foi constituido
por um filtro rapido de areia seguido de um filtro lento e outro apenas por um filtro rapido. A
comparagdo buscou determinar se haveria diferenca de desempenho entre os sistemas para o
controle da formacdo de biofilmes e depésito de material organico nos tanques, buscando
determinar qual dos sistemas apresentaria melhor eficiéncia no preparo da agua de alimentacéo
dos tanques, refletindo no controle da formacdo de biofilmes em tanques de cultivo, e

consequentemente na reducdo de custos na &rea da aquicultura.
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CAPITULO 2 - PRE-TRATAMENTO DA AGUA DO MAR POR FILTROS LENTOS
DE AREIA: ESTRATEGIA PARA O CONTROLE DE BIOFILMES EM
MEMBRANAS DE OSMOSE REVERSA

2.1 Introducao

O emprego de sistemas de pré-tratamento que envolvem a filtracdo bioldgica tem se
mostrado uma alternativa efetiva para o controle da formacao do biofouling em membranas
principalmente por meio da reducdo dos niveis de AOC (BOUWER; CROWE, 1988;
GRAHAM, 1999; HU et al., 2005; RAY et al., 2002). Weinrich, Schneider e LeChevallier,
(2011), avaliaram que em filtros de areia utilizados como etapa de pré-tratamento, a remogéao
de AOC pela atividade bioldgica pode chegar a cerca de 80%. Além disso, mais de 32% do
AOC foi removido logo na primeira camada de meio filtrante. Van der Hoek et al. (2000),
verificaram que um filtro lento de areia, utilizado como etapa de pré-tratamento de agua para
alimentacdo de sistemas de osmose reversa, foi capaz de reduzir os valores de AOC gerando
agua com concentracdo proxima de 4 pg C/I, menor que o valor recomendado por Van der
Kooij (1992), para controle do crescimento de bactérias heterotréficas.

Filtros lentos de areia séo sistemas de baixo custo de instalagcéo, de simples operacéo e
capazes de reduzir os niveis de AOC da agua do mar, combinando a filtragdo biolégica com
altas taxas de remocdo de sélidos particulados, e reduzindo o potencial de formacdo de
biofilmes (DE OLIVEIRA, 2012). A acdo de filtracdo bioldgica ocorre principalmente na
schmutzdecke, uma camada ativa de biofilme formada no meio filtrante, na interface areia-agua
(CAMPOS et al., 2002; HUISMAN; WOOD, 1974; JOUBERT; PILLAY, 2008). Além disso,
sdo sistemas que dispensam a utilizacdo de qualquer produto quimico durante a operacgéo, tendo
em vista que alguns produtos utilizados em sistemas de pré-tratamento representam mais custo
ao processo e riscos ambientais (TAKEUCHI et al., 2013).

Embora sejam considerados formas de pré-tratamento eficazes para o controle do
biofouling, os sistemas convencionais de filtros lentos de areia construidos em tanques podem
ter sua aplicacdo limitada pela disponibilidade de espago, principalmente quando se necessitam
grandes volumes de filtrado, j4 que a vazdo de filtrado deve acompanhar a area do filtro,
respeitando as taxas de filtracdo méaximas estabelecidas na literatura (BRITO et al., 2005;
HUISMAN; WOOQOD, 1974; KUBARE; HAARHOFF, 2010; LOGSDON, 2002; WEGELIN,
1996).

De acordo com Martensson e Jabur (2006) é possivel expandir a utilizagdo de filtros

lentos de areia para novas aplica¢es, diferentes do uso original para o tratamento de 4gua doce
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superficial. Porém, novos desafios devem ser superados para se obter um bom desempenho e
operacdo segura em diferentes condi¢cdes. Desta forma, para estas novas aplicagdes, além do
conhecimento adquirido no passado, voltado para a aplicacéo tradicional, é necessario avaliar
questdes particulares relacionadas as novas condi¢des hidraulicas, quimicas e microbioldgicas,
por meio de novos estudos. Assim, 0 uso dos filtros lentos de areia para filtracdo de adgua do
mar pode ser considerada uma destas novas aplica¢fes, como método de pre-tratamento para

controlar a formacéo de biofilmes em membranas de osmose reversa.
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2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivos gerais

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho de filtros lentos de areia

como pré-tratamento da agua do mar, com foco no controle de biofilmes sobre membranas

utilizadas no processo de dessalinizacdo por osmose reversa.

2.2.3 Objetivos especificos

X/
L X4

X/
L X4

X/

L X4

X/
°

Verificar se os filtros lentos de areia aplicados como sistemas de pré-tratamento para
agua do mar sdo capazes de produzir agua de alimentacdo de acordo com os parametros

de qualidade recomendados pelos fabricantes de membranas de osmose reversa;

Avaliar de que forma as oscilacBes naturais de turbidez da dgua do mar interferem no

desempenho dos filtros lentos de areia;

Quantificar a reducdo do potencial de crescimento microbiano (PCM) nas amostras de
agua coletadas antes e depois da etapa de pré-tratamento;

Identificar as camadas bioativas do meio filtrante em filtros lentos de areia;
Por meio de ensaio utilizando cdmaras de fluxo, verificar se o pré-tratamento por filtros
lentos é capaz de controlar a formacdo de biofilmes sobre membranas de osmose

reversa,

Por meio da quantificacdo de proteinas e carboidratos, caracterizar o material biologico

aderido sobre as membranas quanto a sua composicao bioquimica.
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2.3 Materiais e Métodos
2.3.1 Descricao da area de instalacéo dos sistemas piloto

O sistema de pré-tratamento de dgua do mar constituido por filtros lentos foi instalado
no CEBIMar - Centro de Biologia Marinha da USP, situado na Praia do Cabelo Gordo, dentro
do Canal de S&o Sebastido (CSS, Figura 1), que possui cerca de 22 km de extensao e separa 0
municipio de Sdo Sebastido (continente) de llhabela (llha de Sdo Sebastido). O trecho mais
estreito do Canal, com aproximadamente 3 km de distancia ao Sul esta localizado entre o
mangue do Araga, em S0 Sebastido e a Barra Velha, em llhabela. O CEBIMar esta localizado
a aproximadamente 2 km ao sul deste local. Na por¢édo do Canal a Nordeste do CEBIMar estéo
as regides mais rasas com fundo composto por sedimento fino, que pode ser ressuspendido
elevando a turbidez da &gua do mar, principalmente pelas correntes geradas pelos ventos de
Leste e Nordeste. Na regido, eventos como entradas de frentes frias sdo acompanhados de
ventos de sul e sudoeste, que e dependendo da intensidade, provocam suspensédo de sedimento
devido a agitacdo do mar.

Os experimentos foram realizados entre maio e novembro de 2013, compreendendo
principalmente o inverno. Nesta época do ano sdo constantes as chegadas de frentes frias
gerando correntes com predominancia de fluxo para Nordeste (CASTRO-FILHO, 1990 apud
OLIVEIRA; MARQUES, 2007).

2.3.2 Descri¢do do sistema de captacdo de &gua do mar e do pré-tratamento

O ponto de captacdo foi instalado no costdo rochoso na ponta do Baleeiro,
aproximadamente 100 m da praia onde foram instalados os sistemas piloto de pré-tratamento,
entre a ponta do Baleeiro e a Ilha Universidade (Figura 9). A parte de suc¢do da linha de
captagdo foi construida com tubos de PVC com 34 de diametro e instalada a uma profundidade
de aproximadamente 2 m e a uma distancia de aproximadamente 1 m do fundo rochoso. Essa
linha foi conectada a uma bomba que efetuou o recalque da agua bruta atraves de mangueiras
também com % de didmetro. A agua captada foi entdo pré-filtrada em filtro de discos Arkal
(Amiad® Water Systems, Israel) com capacidade de retengdo de particulas maiores que 70 pm.
A &gua foi entdo armazenada em um reservatorio suspenso (4 m de altura) com capacidade de
300 1, e entdo foi distribuida por gravidade para dois filtros lentos de areia dispostos para

operacdo em paralelo (Figura 10).
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Figure 9. Localizacdo do CEBIMar no Canal de Sao Sebastido. Em destaque (acima, a esquerda)

é apresentado o ponto de instalacdo da captacéo de agua do mar.
Fonte: Carta ndutica GeoTIFF da Marinha do Brasil (2013), modificada.
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Figura 10. Fluxograma do sistema de pré-tratamento de 4gua do mar constituido por: bomba de
captacgdo (1); filtro de discos (2); reservatorio de agua (3), filtro lento 1 (4); filtro lento 2 (5).
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Os filtros lentos foram construidos com areia de classificacdo fina obtida na Pedreira
Santa Isabel Ltda. Para o preparo do meio filtrante a areia foi previamente lavada em bateladas
de 150 kg em um tanque com capacidade de 300 | com difusores de ar instalados no fundo, para
remocao de particulas finas.

Os filtros foram montados em tanques de polipropileno com capacidade de 2.000 I e o
meio filtrante foi montado com uma camada de drenagem de cascalho (20 — 60 mm) com 10
cm espessura e logo acima uma camada de transicdo também com 10 cm, composta por
pedriscos (2 —8 mm). Acima dos pedriscos foi adicionada uma camada de 60 cm de areia obtida
no procedimento de lavagem (Figura 11). Ensaios granulométricos demonstraram que a areia
obtida possuia um tamanho efetivo de grdo em torno de 0.1mm e coeficiente de uniformidade
2.3. Cada filtro foi operado com uma coluna d’agua de 60 cm sobre o leito de areia e cada um
contou com uma area de filtracio de 1.69 m2. O tubo de coleta de filtrado foi montado em
formato de sifdo com a curva situada 10 cm acima da superficie do meio filtrante, para prevenir
a drenagem do meio filtrante em caso de interrupcéo da alimentagdo do filtro por problemas
operacionais.

Os pontos de coleta de amostras de agua foram instalados verticalmente na lateral dos
filtros. Para a coleta de &gua de alimentacao foi adicionada uma deriva¢do com registro na linha
de fornecimento de agua para o filtro. Logo abaixo foram instalados os pontos para coleta de
agua na altura da schmutzdecke, e nas profundidades 10 cm, 30 cm e 50 cm do meio filtrante.
O ultimo ponto de amostra foi a préopria linha de coleta de filtrado (Figura 11).

O filtro denominado F1 foi utilizado previamente em outro teste, que inclui um periodo
de maturagdo com a formacao da schmutzdecke. Desta forma, foi necesséria a recuperagéo com
a remocao da Schmutzdecke para este experimento. Ja o filtro denominado F2 ndo havia sido
utilizado anteriormente.

Em ambos os filtros foi empregada um taxa de filtracdo de 0.1 m%m?/h, correspondente
a taxa minima recomendada na literatura para filtros lentos de areia (BRITO et al., 2005;
ELLIS; AYDIN, 1995; HUISMAN; WOOD, 1974; VISSCHER, 1990; WEGELIN, 1996;).
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Figura 11. Representagéo da configuragdo interna dos filtros lentos de areia, incluindo as camadas que
constituem o meio filtrante. Os nimeros de 1 a 6 representam os pontos de amostragem de agua.

2.3.3 Andlises fisico-quimicas

Os parametros fisico-quimicos recomendados por fabricantes de membrana para
qualificar a 4gua de alimentacdo foram avaliados ap06s o pré-tratamento. A temperatura e pH
foram medidos durante todo o periodo de operacdo, assim como a turbidez, obtida por
turbidimetro de luz branca 2100Q® (Hach Company, USA). O Silt density index (SDI 15 min.)
foi determinado seguindo o protocolo D-4189 da American Society for Testing and Materials
(ASTM).

2.3.4 Potencial de crescimento microbiano (PCM)

O potencial de crescimento microbiano (PCM) foi determinado por meio de teste similar
ao empregado na determinacao de AOC, descrito originalmente por Van der Kooij et al. (1982)
e posteriormente modificado (LE CHEVALLIER et al.,, 1993; WEINRICH et al., 2009;
WEINRICH et al., 2011), sendo utilizado para avaliar o potencial de crescimento de uma
cultura padrdo em cada amostras de dgua. Uma vez que ndo havia disponivel para o teste uma
cepa bacteriana marinha, dentre aquelas descritas na literatura em testes similares, foram entéo

isoladas bactérias nativas em amostras de agua obtidas no local do experimento. Estas bactérias
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foram mantidas em cultura pura, e para o teste foi escolhida a cultura com maior taxa de
crescimento em amostras de agua do mar previamente autoclavadas. A cepa bacteriana
escolhida foi posteriormente identificada como Pseudoalteromonas songiae (LAU et al, 2005),
por meio de sequenciamento 16s rDNA.

Para a determinacdo do PCM, a coleta de amostras bem como o preparo de material
seguiu o protocolo descrito por Weinrich et al., (2009). Apds a coleta, as amostras foram
filtradas (0.22 um) e pasteurizadas em banho-maria a 70 °C por 30 min. (LE CHEVALLIER et
al., 1993; WEINRICH et al., 2009). O preparo do indculo bacteriano foi feito transferindo uma
coldnia de Pseudoalteromonas songiae do meio sélido agar marinho para 4gua do mar filtrada
(0.22 pm) e autoclavada (120 °C, 15 min.). As culturas foram aclimatadas por 7 dias, chegando
a uma concentracdo de 10° células/ml. Antes de transferir o inoculo para as amostras, foi
realizado um procedimento de lavagem das células para minimizar a contaminacdo das
amostras com AOC residual proveniente do inéculo. Para isto, foi feita centrifugacdo (5000
rpm por 5 min.) de 15 ml da cultura bacteriana. Entdo o sobrenadante foi descartado e o pallet
foi ressuspendido em 15 ml da solucéo de lavagem, que consistiu em uma adgua do mar artificial
preparada de acordo com Schneider e Marshall (1994). O procedimento de lavagem foi repetido
mais duas vezes e entdo as bactérias foram inoculadas em cada amostra a uma concentragao de
102 celulas/ml. O crescimento bacteriano foi monitorado a cada 24 h por meio de plaqueamento
em agar marinho até a estabilizacdo do nimero de col6nias. Os resultados foram expressos em

unidades formadoras de coldnia por mililitro (UFC/ml).

2.3.5 Monitoramento da formacéo de fouling bioldgico em membranas de osmose reversa

Amostras de membranas de osmose reversa foram obtidas com a abertura de um modulo
de modelo RE2540-SR (CSM®, Seoul, Korea), que ainda ndo havia sido utilizado (lacrado e
imerso em solucgdo preservante). As membranas foram cortadas em pedacos, cada um com area
de 36 cm?, que foram deixados de molho por 1 h em agua destilada, enxaguados e em seguida
colocados em camaras de fluxo de acrilico. As camaras foram embaladas em papel aluminio e
instaladas na saida de cada ponto de coleta do sistema de pré-tratamento. O fluxo de agua nas
camaras foi ajustado inicialmente e mantido durante os periodos de teste a uma vazéo de 30 I/h.
O primeiro periodo de testes ocorreu durante os primeiros 60 dias de operacdo do pre-
tratamento e o segundo por mais 60 dias a partir do 88° dia de operagéo. Para a quantificacéo
de biofilmes nas membranas expostas foi utilizado procedimento de extragdo com trituragéo

das membranas e desagregacéo de biofilmes em liquidificador, descrito por Da Costa (2011a)
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com a separagdo de fragmentos de membranas do sobrenadante com o auxilio de um coador. O
sobrenadante foi entdo separado em um frasco para a quantificagdo de proteinas e carboidratos
pelos métodos de Bradford (1976) e Dubois et al. (1956), respectivamente, conforme protocolo
descrito por Da Costa (2011b).

2.3.6 Quantificacao de material bioldgico aderido ao meio filtrante

Ao final do experimento, os filtros foram drenados e foram introduzidos no meio
filtrante tubos de PVC com diametro de 1” para retirar uma coluna de areia e posteriormente
obter amostras serrando o tubo nos pontos correspondentes a cada profundidade desejada. Este
procedimento foi baseado nos métodos de coleta de testemunho de sedimentos (BOYD, 1995).
As profundidades de analise foram correspondentes as dos pontos para coleta de agua:
Schmutzdecke, 10 cm, 30 cm e 50 cm (em ordem descendente).

Para extracdo de biofilmes aderidos as particulas de areia 10g de areia foi suspensa em
100 ml de agua MilliQ e entdo processadas em liquidificador (Black & Decker 1B900) por 2
min. em rotacdo maxima. ApoOs sedimentacdo dos grdos de areia maiores, 50 ml do
sobrenadante de cada amostra foram separados em frascos para a quantificacao de carboidratos
(DUBOIS et al., 1956) e proteinas (BRADFORD, 1976).

2.3.7 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas por ANOVA, considerando o fator tempo
(correspondente as coletas realizadas ao longo do experimento) e o fator tratamento. Para
comparacdo dos tratamentos em pares, e em cada tempo de coleta, as médias foram analisadas

por meio do teste post-hoc de Tukey.
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2.4 Resultados e Discussao

2.4.1 Monitoramento de parametros fisico-quimicos e hidraulicos

Com base nas analises fisico-quimicas realizadas, foi possivel verificar que os filtros
lentos de areia produziram agua adequada para a alimentagdo de sistemas de osmose reversa,
segundo os valores sugeridos pelos fabricantes de membrana. Durante o periodo do
experimento a temperatura da agua variou entre 16 °C a 24 °C (Média = 21 °C) e o pH entre
7.9 e 8.6. Tanto temperatura quanto pH ndo sofreram alteragdes durante a passagem pelos
filtros.

Quanto a turbidez, na dgua bruta foi possivel observar uma variacdo entre 0.7 e 15 UNT
(Média = 2.6 UNT) (Figura 12a), sendo que os picos de turbidez foram registrados durante
eventos de agitacdo do mar associados com aumento na intensidade dos ventos, como por
exemplo, com a chegada de frentes frias. Os filtrados obtidos em F1 e F2 permaneceram durante
todo o experimento com turbidez abaixo de 0.3 UNT (Figuras 12b e 12c¢), mesmo durante 0s
picos de turbidez registrados na agua bruta. Esses valores sdo semelhantes aos obtidos por
sistemas pré-tratamento de 4gua do mar por UF. J& os valores de SDI determinados nos filtrados
foram sempre inferiores a 5, sendo que ao final do experimento, e ap6s periodo de maturagéo
dos filtros, foram obtidos os menores valores, 2.5 para F1 e 2.8 para F2.

Segundo Collins, Eighmy e Malley Jr. (1991), trabalhos prévios sugerem que a
capacidade de remocdo em filtros lentos de areia convencionais esta mais relacionada com a
maturacdo e profundidade do meio filtrante do que com a taxa de filtracdo aplicada.

Por meio do monitoramento diario das vazdes dos filtros foi possivel verificar que
ocorreram oscilac6es na taxa de filtracdo por perda de carga, o que ndo interferiu na capacidade
de remocao de turbidez dos filtros. Porém, de acordo com Huisman e Wood (1974) oscilaces
bruscas na taxa de filtracdo podem causar ruptura do meio filtrante e reduzir a qualidade do
filtrado produzido. Nos filtros testados, sempre que necessario, a taxa de filtracdo foi reajustada
ao valor inicial de 0.1 m3/m?/h, por meio da abertura do registro de controle de filtrado. Porém,
no final das carreiras dos filtros, este procedimento ndo foi suficiente para compensar a perda
de carga por colmatacdo.

A taxa de filtracdo teve comportamento similar em ambos os filtros, em grande parte do
tempo. Porém, ao final da carreira, ocorreu o declinio mais rapidamente em F1, que era um

filtro recuperado, do que em F2, que era um filtro novo (Figuras 13a e 13b).
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A perda de carga em filtros ocorre principalmente pela colmatacdo do meio filtrante
pelas particulas suspensas na agua, além da produgdo de EPS pelo biofilme estabelecido no
meio filtrante. Porém, neste trabalho ndo foi observada a contribuicdo da precipitacdo de
carbonatos insolUveis no processo de colmatacéo. Isto ocorre, principalmente, devido a quedas
na taxa de CO- dissolvido, tendendo a dissociacdo de bicarbonatos em carbonatos + COo.
Processo geralmente relacionado com condic¢Ges que favorecem o crescimento de algas nos
filtros, elevando as taxas de O e reduzindo as taxas de CO, (HUISMAN; WOOD, 1974).
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Figura 12. Valores de turbidez medidos diariamente na agua de alimentacdo dos filtros lentos
(A), no filtrado de F1 (B) e filtrado de F2 (C).



Tabela 1 — Valores de SDI medidos pontualmente em 3 tempos ao
longo do periodo de operacao.

Filtrados 4° dia 60° dia 174° dia
F1 3.9 3.8 2.5
F2 4.2 3.6 2.8
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Figura 13. Comportamento das vazdes dos filtrados em F1 (A) e F2 (B), demonstrando
oscilacbes nas taxas de filtracdo durante o periodo de operacdo. A linha tracejada acima
corresponde a vaz&o inicialmente ajustada para que os filtros operassem em uma taxa de
filtragdo de 0.1 m3/m?/h. O ponto com uma queda brusca na vazdo no 70° dia de operagéo,
corresponde a interrupcao no experimento devido a necessidade de manutengédo no sistema
de captacdo de 4gua do mar.
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2.4.2 Potencial de crescimento microbiano (PCM) das amostras de agua

Em relacdo ao PCM medido nas amostras de agua, foi possivel observar que os valores
dos filtrados produzidos por F1 e F2 passaram a demonstrar queda apds cerca de 2 meses de
operacdo, e foram menores comparados com a agua de alimentagdo dos filtros (Figura 14).
Estes dados indicam o periodo de maturacéo dos filtros necessario para uma efetiva remocéo
de AOC. Embora os dois filtros tenham demonstrado padrdes de PCM semelhantes, na figura
14 é possivel verificar que F1 passou a ser mais efetivo no controle de PCM alguns dias antes
de F2, possivelmente pelo fato deste ter sido um filtro recuperado, que possibilitou um
desenvolvimento mais rapido da atividade microbioldgica, ao contréario de F2 que iniciou com
areia praticamente limpa. Apos o periodo de maturagdo, em ambos os filtros o potencial de

crescimento de Pseudoalteromonas foi aproximadamente 1 log menor do que na agua de

alimentacéo.
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Figura 14. Comparacgéo do crescimento de Pseudoalteromonas entre os filtrados produzidos por

F1 e F2 e a 4gua utilizada para a alimentacéo destes filtros. O potencial de crescimento bacteriano foi
obtido a partir de um inoculo com concentracdo final de 102 células/ml em cada amostra de dgua. Os
dados representam as médias e desvio padrdo das anélises em triplicata.

A andlise estatistica ANOVA das médias de PCM obtidas demonstrou existir variacéo
significativa entre os tratamentos ¢ em fungdo do tempo (o = 0.05 ¢ p < 0.05). Porém, o teste

post-hoc de Tukey, comparando os tratamentos dois a dois e em cada tempo, demonstrou que
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apos 94 dias a diferenca das médias entre a dgua bruta e os demais tratamentos permaneceu,
mas as médias entre F1 e F2 ndo mais diferiram entre si.

Os testes de PCM também foram realizados nas amostras de agua obtidas nos pontos de
coleta, tracando um perfil vertical da capacidade de remocéo de AOC pelos filtros. Estes dados
demonstraram que grande parte do AOC ¢é removido logo apds passagem pela Schmutzdecke
reduzindo o PCM abaixo desta camada. Poréem, ndo foi observada reducéo adicional do PCM

na camada do meio filtrante abaixo de 30 cm.
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Figura 15. Dados de PCM obtidos em amostras de agua coletadas em perfil vertical. O
crescimento de Pseudoalteromonas songiae foi observado a partir de um inéculo com
concentracdo final de 102 Células/ml. Os dados representam as medias e desvio padrdo das
analises realizadas em triplicata, e em trés diferentes tempos: 84 dias (A), 99 dias (B) and 114
dias (C).

2.4.3 Estabelecimento de biofilmes nas camadas do meio filtrante

Por meio de analises por feitas por MEV foi possivel observar o estabelecimento de
biofilmes microbianos na superficie dos grdos de areia coletados na Schmutzdecke, em ambos
os filtros testados. Ja a areia obtida em regides mais profundas do meio filtrante (50 cm),
apresentou um aspecto mais limpo com pouca colonizagdo microbiana (Figura 16).

Uma vez que os carboidratos sdo os principais componentes da matéria organica
particulada e dissolvida no ambiente marinho (ALUWIHARE et al., 1997; HUNG et al., 2003;
PAKULSKI; BENNER, 1994; RUSSEL et al., 2010), era esperado uma alta concentracéo
destas macromoléculas nas camadas mais superficiais do filtros, tanto devido a deposicéo e

retencao fisica, como pela producéo por microrganismos do biofilme na forma de EPS.
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Tanto em F1 como em F2, as concentra¢des de carboidratos e proteinas nas camadas de
areia diminuiram desde a Schmutzdecke até 10 cm de profundidade e permaneceram estaveis
nas camadas mais profundas. Como demonstrado na Figura 16, a quantidade de proteinas e
carboidratos nas camadas do meio filtrante sdo correlacionados com os dados de PCM obtidos

em amostras de &gua coletadas nestas camadas.
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Figura 16. Quantidade de carboidratos e proteinas nas camadas dos meios filtrantes de F1 e
F2, confrontados com a porcentagem de PCM nas respectivas camadas. Os dados de PCM
apresentados foram obtidos no final do periodo de operagéo (175° dia).

2.4.4 Formagao de fouling em membranas de osmose reversa

O acumulo de proteinas e carboidratos sobre as membranas, um indicativo da formagéo
de biofilmes, foi reduzido com pré-tratamento da agua por filtros lentos de areia. Mesmo antes
de completarem o periodo de maturacdo, apos 60 dias, F1 e F2 reduziram as concentracOes de
fouling em aproximadamente um terco dos valores medidos sem a filtragdo lenta (Figura 17).
Apos periodo de maturacdo, quando foram verificadas taxas de remocao significativas de AOC
pelos filtros, o0 acimulo de proteinas foi reduzido em cerca de 80% e o de carboidratos 88%,

em relacdo ao acumulo registrado nas membranas que néo receberam o pre-tratamento.
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Figura 17. Quantificacdo de proteinas e carboidratos em membranas ap6s exposi¢do aos
filtrados de F1 e F2 e a agua de alimentacdo dos filtros lentos. A 12 exposi¢do ocorreu entre 0
1° e 0 60° dia de operagdo, enquanto a 22 exposi¢do ocorreu entre 0 88° e 0 148° dia.

Embora nos filtros lentos a concentracdo de carboidratos aderidos ao meio filtrante
tenha sido maior que a concentracdo de proteinas (Figura 16), no fouling formado sobre as
membranas foi observado o inverso, com maior predominancia de proteinas. Estes resultados
concordam com os de Ladner (2009), que sugerem uma deposicdo preferencial das proteinas
sobre as membranas de osmose reversa em relacdo aos carboidratos, principalmente nos
primeiros estagios da formacdo de fouling. Compere et al. (2001), também sugerem que as
proteinas sdo 0s compostos presentes na agua do mar que depositam primeiro sobre superficies
imersas, seguido dos carboidratos.

Uma predominancia de proteinas no fouling de membranas também pode estar
relacionada com o0s microrganismos que colonizam essas superficies, principalmente
microalgas e bactérias. Khan et al. (2014), também verificaram que as proteinas foram o0s
biopolimeros predominantes no fouling de membranas utilizadas no tratamento da d&gua do mar,
que contém grande concentracdo de bactérias heterotréficas. Her et al. (2004), verificou que a
matéria organica algogénica formada por cianobactérias foi composta por 68% de proteinas,
22% de carboidratos e 5% de lipideos. E importante destacar que uma parte das biomoléculas
presentes sobre as membranas sdo sintetizadas pelos microrganismos do biofilme, porém uma

outra parte pode ter origem da deposi¢do de substancias presentes no meio aquatico. Snopok e
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Kostukevich (2006) verificaram que a taxa de adsorcdo de proteinas em uma superficie era
proporcional a concentracdo de proteinas na fase aquosa.Wesley e Satheesh (2009), verificaram
gue o0 aumento na concentracdo de uma série de nutrientes na &gua do mar, incluindo proteinas,
carboidratos, nitrato, nitrito e fosfato, coincidiu com o aumento da concentracdo destes
nutrientes em biofilmes.

E importante ressaltar que neste trabalho ndo foi avaliada a formacio de fouling de
membrana em condicdes reais de opera¢do em um sistemas de osmose reversa, ou seja, sem a
pressdo exercida sobre a membrana, necessaria para que ocorra a permeacdo por fluxo
tangencial, e que transporta uma maior quantidade de materiais particulados e dissolvidos para
a superficie da membrana. Os testes realizados com a exposi¢do de amostras de membranas em
camaras de fluxo contou apenas com a passagem da agua em fluxo paralelo a membrana, sem
a permeacéo.

A permeacdo da agua através de uma membrana de osmose reversa, resulta em um
fendmeno chamado concentracdo-polarizacéo, que se refere ao gradiente de concentragdo de
materiais rejeitados que se forma logo acima da superficie da membrana ou sobre a camada de
fouling (SCHNEIDER; TSUTIYA, 2001). Herzberg e Elimelech (2008) descrevem uma ampla
distribuicéo de celulas bacterianas formando biofilmes sobre membranas, devido ao aumento
da concentracdo de nutrientes nesta regido quando induzido pela concentracdo-polarizacéo.
Desta forma, a necessidade de uma agua com baixos teores de nutrientes para a alimentacéo de
sistemas de osmose reversa justifica a aplicacdo de pré-tratamentos como os filtros lentos de
areia, que possuem a capacidade de remocdo de nutrientes tanto sob a forma de materiais

particulados quanto dissolvidos.
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2.5 Conclusdes

Os filtros lentos de areia produziram agua com qualidade adequada para alimentar
sistemas de osmose reversa, levando em consideracdo os parametros recomendados por
fabricantes de membranas. A turbidez tanto em F1 como em F2 permaneceu sempre abaixo de
0.3 UNT, mesmo em casos em que a &gua do mar demonstrou picos de turbidez decorrentes da
agitacdo do mar, por fenémenos climaticos. Foram verificadas algumas oscilagdes na taxa de
filtracdo decorrentes da perda de carga por colmatacdo do meio filtrante. Porém, ndo foram
observadas alteracfes de qualidade da &gua filtrada decorrentes destas oscilagcBes. Até
aproximadamente 180 dias de operagdo foi possivel recuperar as taxas de filtracdo para 0.1
m3/m?/h, porém, apods este periodo os procedimentos adotados para recuperacdo das taxas
iniciais ndo foram suficientes para compensar a perda de carga por colmatacéo.

Em termos de tempo de maturacdo e desempenho ndo foram registradas diferencas
significativas entre F1, um filtro recuperado pelo método de raspagem da Schmutzdecke, e F2,
que era um filtro novo. Ambos os filtros testados demonstraram capacidade de controlar o PCM
em 1 log comparado com a dgua sem tratamento. Porém, esta capacidade so foi registrada apds
cerca de 80 dias de operacdo. Também foi verificado que a camada do meio filtrante com maior
atuacdo no controle de PCM compreendeu o0 espaco entre a Schmutzdecke e 30 cm. Abaixo
desta profundidade néo foi registrada nenhuma acéo significativa.

Tanto F1 como F2 foram capazes de reduzir o fouling de membrana em até
aproximadamente 85%, comparado com a agua que nao passou por este tratamento. Avaliando
os dois periodos de exposicdo das membranas aos filtrados, uma menor quantidade de material
bioldgico aderido foi observada no segundo periodo de exposicao, iniciado a partir do 88° dia
de operacdo, quando comparado com o primeiro periodo que compreendeu do 1° ao 60° dia.
Isto pode ser considerado um indicativo de que o controle no primeiro periodo foi
principalmente devido a capacidade de retencao fisica de particulas pelos filtros. J& no segundo
periodo de exposicdo, um maior controle na deposicdo do fouling pode ser explicado pelo
aumento da capacidade de filtracdo bioldgica. Porém, deve ser destacado que mesmo sem este
incremento na filtracao bioldgica, os filtros demonstraram, ja no primeiro periodo, um controle
na deposicao de material biologico de aproximadamente 78%.

Estudos futuros ainda séo necessarios para avaliar o desempenho dos filtros lentos em
outras condicdes de operacao, tais como exposicao e protecdo da luz, bem como diferentes taxas
de filtragdo, sobretudo nos sistemas que operam com agua do mar. Além disso, informacGes

sobre o balanco de nutrientes através do sistema de filtracdo e caracteristicas da comunidade
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microbiana estabelecida nos filtros pode auxiliar um melhor entendimento do processo de
biofiltracdo. Para a aplicagdo dos filtros lentos de areia como pré-tratamento de sistemas de
osmose reversa aplicados na dessalinizagcdo de agua do mar é necessario também compara-los

em termos de custo/beneficio com as demais tecnologias disponiveis no mercado.
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CAPITULO 3 — SISTEMAS DE PRE-TRATAMENTO DA AGUA DO MAR:
COMPARACAO DE DESEMPENHO ENTRE FILTROS LENTOS DE AREIA,
FILTROS RAPIDOS DE AREIA BIOLOGICOS E ULTRAFILTRACAO

3.1 Introducgéo

O desenvolvimento de sistemas de pré-tratamento, que controlem de forma efetiva a
formacédo de biofilmes sobre membranas de osmose reversa, tem sido tema de iniUmeros
trabalhos publicados (BEN-DOV et al., 2016; BONNELYE; GUEY; DEL CASTILLO, 2008;
CHINU et al., 2009; DARWISH et al., 2016; EDZWALD; HAARHOFF, 2011; ELGUERA,
BAEZ, 2005; LAU et al., 2014; MANNOT; LABORIE; CABASSUD, 2016; MITROULI et
al., 2008; NAIDU et al., 2013; PRIHASTO; LIU; KIM, 2009; VOUTCHKOV, 2010). Porém,
mais estudos sdo necessarios tanto para melhorar o desempenho como para reduzir 0s custos
destes sistemas. O pré-tratamento composto por filtros lentos de areia é capaz de gerar agua
com qualidade adequada para alimentar unidades plantas de osmose reversa (CORRAL et al.,
2014; DE OLIVEIRA, 2012). Além disso, sdo sistemas de simples operacdo e demonstram
controlar a formacéao de biofilmes sobre as membranas empregadas na dessalinizacao de agua
do mar (DE OLIVEIRA, 2012).

Com o objetivo de conhecer as condi¢des 6timas de desempenho de filtros lentos, alguns
trabalhos verificaram a influéncia de diferentes condicBes operacionais na capacidade de
filtracdo destes sistemas, como 0 aumento da taxa de filtracdo e a exposicdo do meio filtrante a
luz (BRITO et al., 2005; CAMPOS et al, 2002; CAMPOS et al., 2006; ELLIS; AYDIN, 1995).
Porém, grande parte dos dados de desempenho publicados se referem a sistemas que operaram
com agua doce, sendo necessarios mais estudos para uma avaliacdo destes sistemas quando
operados como pré-tratamento para agua do mar. Por outro lado, uma grande quantidade de
estudos foram desenvolvidos para avaliacdo e melhoria dos sistemas de pré-tratamento
convencionais, constituidos por filtros rapidos com meio filtrante composto geralmente por
areia e carvdo antracito (dual media filtration) e que utilizam coagulantes quimicos (BAR-
ZEEV et al., 2012; MITROULI et al., 2008). Um outro sistema de pré-tratamento bastante
utilizado para agua do mar € a ultrafiltracdo (UF), considerado uma alternativa ao pre-
tratamento convencional. A UF vem a cada dia conquistando um maior espa¢o no mercado de
sistemas de pré-tratamento e sendo implementada em plantas de dessalinizagdo por osmose
reversa de pequeno, médio e grande porte (LAU et al.,, 2014; MANNOT; LABORIE;
CABASSUD, 2016).
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A preferéncia por sistemas de UF como pre-tratamento decorre de sua eficiéncia na
remocdo de materiais particulados que chegam com a agua do mar, controlando a formacéo de
biofilmes nas membranas (JEZOWSKA et al., 2009; LAU et al., 2014). Além de produzir agua
de qualidade os sistemas de UF também sdo compactos, podendo ser arranjados em maodulos
verticais, 0 que otimiza o espaco. Porém, assim como a osmose reversa a UF consiste em um
sistema de membranas, que além de possuir um custo de implantacdo mais elevado do que
sistemas de pré-tratamento convencionais, também podem sofrer com o problema de fouling,
incluindo a formacéo de biofilmes, que consequentemente implica em aumento de custos na
producdo de agua tratada. Desta forma, € necessario avaliar alternativas de pré-tratamento da
agua do mar que apresentem uma vantagem sobre a UF em termos de custo/beneficio.

O presente trabalho buscou avaliar o quanto os filtros bioldgicos de areia, de filtracdo
lenta e rapida (sem o uso de produtos coagulantes), se aproximam de um sistema de referéncia
como a UF, buscando verificar a viabilidade destes sistemas alternativos como pré-tratamento.
Isto foi realizado a partir de uma comparacdo de desempenho entre os filtros lentos de areia,
operados na maxima taxa de filtracdo recomendada, e filtros rapidos de areia, operados na
menor taxa de filtracdo. Além disso, a influéncia da exposicdo dos sistemas a luz também foi
verificada. Em todos os testes 0 permeado obtido em um sistema de UF foi utilizado como

referéncia em termos de qualidade de agua.



68

3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivos gerais

Com vistas no controle da formagao de biofilmes sobre membranas de osmose reversa,

este trabalho buscou comparar o desempenho de filtros de areia bioldgicos lentos e rapidos, e

uma unidade de ultrafiltracdo, aplicados como sistemas de pré-tratamento da agua do mar.

3.2.2 Objetivos especificos

X/
L X4

X/
L X4

Comparar entre os sistemas avaliados a capacidade de reducédo de turbidez e SDI, bem

como monitorar as oscilagdes na taxa de filtragdo em diferentes condicdes;

Comparar, por meio de citometria de fluxo, o desempenho dos sistemas quanto a

capacidade de remocéo de bactérias e microalgas a partir da agua de alimentacéo;

Determinar o Potencial de Crescimento Microbiano (PCM) nas aguas produzidas por
cada sistemas de pré-tratamento e ao longo do tempo de operacgdo, identificando nos

filtros de areia o periodo de maturacdo necessario para remocdao de carbono assimilavel,

Avaliar quantitativamente e qualitativamente o fouling biol6gico formado sobre as

membranas.
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3.3 Materiais e Métodos

3.3.1 Descricao dos sistemas de pré-tratamento de agua do mar utilizados no estudo

Os testes para comparagdo de desempenho de diferentes sistemas de pré-tratamento
foram realizados no CEBIMar-USP, utilizando as instalacdes e sistemas de captacdo de estudos
anteriores, conforme apresentado no Capitulo 2. Foram instalados dois filtros lentos de areia,
ambos com meios filtrantes de 30 cm de altura e areia com tamanho efetivo 0.15 mm e
coeficiente de uniformidade 2.3 (areia obtida na Pedreira Santa Isabel Ltda). A granulometria
da areia foi obtida ap6s lavagem, conforme item 2.3.2 (capitulo 2). O corpo dos filtros foi
construido em um cilindro de material transparente (acrilico) com 20 cm de didmetro. Um dos
filtros permaneceu exposto a luz (F1) e o outro filtro recebeu uma cobertura de tecido escuro
para protecdo da luz (F2). Além dos filtros lentos foram também construidos filtros rapidos de
areia bioldgicos, que contaram com meios filtrantes de 70 cm de altura, bem como areia com
tamanho efetivo de 0.79 mm e coeficiente de uniformidade 1.35 (areia Sa0 Jodo® 18/30). Assim
como os filtros lentos, os filtros rapidos também foram construidos em cilindros de acrilico de

20 cm de didmetro e um deles foi exposto a luz (F3) e o outro foi coberto (F4) (Figura 18).
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Figura 18. Fluxograma partindo da captacao até os sistemas de pré-tratamento de agua do mar avaliados
no estudo. F1 — Filtro lento de areia exposto a luz; F2 — Filtro lento de areia protegido da luz; F3 — Filtro
répido de areia exposto a luz; F4 — Filtro rapido de areia protegido da luz; UF — ultrafiltracdo. Os
sistemas contaram com uma etapa de pré-filtracdo por filtros de discos.
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Os filtros lentos de areia foram operados a uma taxa de filtragdo de 0.4 m3*m?/h e os
filtros rapidos a 4 m3/m?/h, que correspondem as taxas maxima e minima recomendadas na
literatura para cada tipo de filtro, respectivamente (HUISMAN; WOOD, 1974; LEE et al.,
2014). A escolha destas taxas de filtracdo buscou avaliar se nestas condi¢des de operacdo 0s
filtros lentos e rapidos se aproximariam em relacdo ao desempenho.

Como sistema de referéncia de pré-tratamento foi utilizado um mddulo de ultrafiltracao
Dizzer® P 4040-6.0 (INGE, Greifenberg, Alemanha), com tecnologia multibore® e uma area
de filtragdo de 6 m2. Este modulo foi operado a uma taxa de 4 I/m?/h (aproximadamente), apenas
para producdo do volume de permeado utilizado no experimento (25 I/h). Como controle
positivo foram utilizados os dados obtidos na dgua de alimentacdo dos sistemas de pré-
tratamento, que passou apenas por um pré-filtro de discos Arkal® (AMIAD, Kibutz Amiad,
Israel) com capacidade de retencdo de 100 pum, para remocdo dos sélidos mais grosseiros
(Figura 18).

3.3.2 Recuperacao das taxas de filtracéo

As taxas de filtracdo foram monitoradas medindo diariamente a vazéo na saida de cada
sistema, registrando o volume produzido em 1 min. O volume foi coletado em um recipiente
plastico e para maior precisdo o contetdo foi transferido para uma proveta de 1 | com graduacéo
de 10 ml.

Quando detectada perda de carga, a abertura do registro de filtrado foi ajustada para
recompor a taxa de operagcdo determinada para os testes. Retrolavagens foram realizadas
guando este procedimento ndo foi suficiente para recuperar a taxa. Nos filtros rapidos foi
aplicado um fluxo de retrolavagem gradual iniciando com 100 I/h e chegando em um méaximo
de 600 I/h (10 min. de duracdo), evitando a perda excessiva de material bioldgico aderido nas
primeiras camadas do meio filtrante. O tempo de duragdo do procedimento foi determinado em
estudo prévio onde foi monitorada a estabilizacdo da turbidez na 4gua de lavagem. Nos filtros
lentos, quando grande quantidade de material foi acumulado sobre o meio filtrante, na fase final
do experimento, também foi aplicado um contra-fluxo de agua (retrolavagens em filtros lentos
foram descritas por PIZZOLATI et al., 2015), porém o procedimento foi feito a uma taxa de 30

I/h (2 min.), evitando assim a remocao completa da schmutzdecke.
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3.3.3 Analises fisico-quimicas, potencial de crescimento microbiano (PCM), monitoramento
da formacao fouling e analises estatisticas.

As analises fisico-quimicas, incluindo turbidez e SDl1s, assim como a determinacao do
PCM, o monitoramento da formacdo de fouling em membranas de osmose reversa (por meio
da quantificacdo de proteinas e carboidratos) e as analises estatisticas foram realizadas
conforme descrito na secdo Materiais e Métodos do Capitulo 2.

3.3.4 Contagem total de bactérias e microalgas por citometria de fluxo

Para avaliar a capacidade de remogdo de bactérias e microalgas pelos sistemas de pré-
tratamento, amostras foram coletadas em um béquer de 600 ml estéril. A partir deste recipiente
as amostras foram transferidas para microtubo de 2 ml e fixadas com glutaraldeido a uma
concentracdo final de 0.25%. Juntamente com o glutaraldeido foi adicionado ao microtubo o
surfactante Pluronic® F-68 (P68, Sigma-Aldrich P5556) a uma concentracdo final de 0.01%
(MARIE, RIGAUT-JALABERT; VAULOT, 2014), entdo as amostras foram congeladas
imediatamente em nitrogénio liquido e estocadas em freezer -80 °C até as analises. Todo o
procedimento de coleta foi realizado com protecdo das amostras da luz.

As analises foram realizadas no citdmetro Accuri C6® (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA). As amostras foram descongeladas e pesadas antes e depois dos testes para calcular o
volume aspirado pelo aparelho. Embora o equipamento registre o volume analisado, o
procedimento de pesagem foi preferencialmente adotado, buscando eliminar erros apresentados
pelo equipamento quanto ao calculo do volume da amostra. Uma analise dos pesos de
microtubos do mesmo lote verificou que ndo houve diferenca significativa entre os pesos. Desta
forma, os microtubos nédo interferiram significativamente no célculo do volume aspirado.
Primeiramente foi realizada no aparelho a quantificacdo de celulas fotossintetizantes por meio
da deteccao de fluorescéncia natural (MARIE et al., 2005), a uma taxa de aspiracdo da amostra
de 66 ul/min. Apds este teste as amostras foram novamente pesadas para calculo de volume e
entdo coradas com SYBR Green® (Life Technologies, Eugene, Oregon), que foi diluido na
amostra 1:10.000 (RIBEIRO et al., 2016). Apds 15 min. as amostras foram lidas no aparelho

em uma taxa de 11 pl/min., para quantificacdo de bactérias.
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3.3.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A partir das amostras de membrana de osmose reversa que ficaram expostas nas camaras
de fluxo foram recortados pedagos de membrana de 1cm?. As membranas foram aderidas ao
suporte do microscopio eletrénico Quanta 600 FEG (FEI, USA) com fitas adesivas dupla face,

e entdo foi feita a metalizagdo com platina para a realizacdo da MEV.
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3.4 Resultados e Discussao

3.4.1 Monitoramento de parametros fisico-quimicos e hidraulicos

As andlises de turbidez realizadas diariamente indicaram que os pre-tratamentos F1, F2,
F3 e F4 demonstraram desempenho semelhante, produzindo agua com turbidez sempre inferior
a 0.5 UNT, e se aproximando da turbidez do permeado produzido pela UF (Figura 19). Este
comportamento se manteve mesmo em condi¢gdes de elevacdo da turbidez da &gua de
alimentacéo, provocado pela agitacdo do mar (Figura 20). Assim como a turbidez, os sistemas
também foram capazes de controlar o SDI, mesmo logo no inicio da operacao e nas condi¢des
de agitacdo do mar, quando a dgua concentra grande quantidades de particulas. Na Tabela 2,
sdo apresentados os valores de SDI obtidos nas trés condigdes avaliadas, incluindo os
respectivos valores de turbidez registrados na dgua de alimentac&do dos sistemas.

Tabela 2 — Valores de SDI medidos em 3 condic¢des, com 0s respectivos valores de turbidez na dgua de
alimentacdo em cada condicao avaliada. Os dados referentes ao inicio da operacao foram coletados 2 h
apos o start up dos filtros.

Amostras Inicio da operacédo Agitacao do mar Final da operacéo
(turbidez = 2.9 UNT ). (turbidez =10.8 (turbidez = 1.2 UNT)
UNT)
F1 4.1 2.2 1.9
F2 3.2 2.9 1.6
F3 3.6 2.6 2.3
F4 3.9 2.1 2.1
UF NA** 0.9 1.0
Alimentacéo 9,5* 16,1* 6,8*
* SDls

**Nao Amostrado

Durante todo o periodo de operacdo foram registrados 5 eventos em que a turbidez da
agua de alimentacdo excedeu o limite de 5 UNT recomendado na literatura para operacéo de
filtros lentos de areia (CLEASBY, 1991), sendo que em dois deles a turbidez chegou ao dobro
do recomendado. Outros 7 eventos fizeram a turbidez chegar préxima deste limite (Figura 20).

Porém, a média de turbidez no periodo de operacdo foi 2.4 £2 UNT.
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Figura 19. Comparagéo da turbidez registrada nos filtrados obtidos nos filtros lentos (Fle F2), e filtros
rapidos (F3 e F4), tendo como referéncia o permeado obtido em UF.
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Figura 20. Comparagéo da turbidez registrada nos filtrados obtidos nos filtros lentos (Fle F2), e filtros
rapidos (F3 e F4), tendo como referéncia a dgua antes da passagem pelos pré-tratamentos (Alimentacéo).

Os dados de vazéo dos filtrados produzidos por F1, F2, F3 e F4 (Figuras 21A e 21B),
demonstraram que apds a primeira semana, tanto os filtros lentos como os filtros rapidos, ndo
sustentaram mais uma estabilidade na taxa de filtracdo. Frequentemente, apds o reajuste, foi
registrada no dia seguinte novamente uma queda na vazdo. Em alguns momentos isto ocorreu

mesmo apos procedimentos de retrolavagens.
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Nos filtros rapidos, foram necessarias 6 interven¢fes com retrolavagens, que ocorreram
no 190, 23°, 25° 30° 40° e 58° dia. Para F1 e F2 foram necessarios 13 procedimentos de
retrolavagem, que ocorreram no 13°, 19°, 25°, 33°, 36°, 38°, 39°, 40°, 41°, 50°, 51°, 56° e 58° dia.
No 52° dia, ndo foi possivel recuperar F1 e F2 pelos procedimentos de abertura dos registros e
por retrolavagens. Desta forma, foi realizado o procedimento wet harrowing, que consiste na
drenagem da lamina d’agua do filtro e revolvimento mecénico da Schmutzdecke.

A fim de verificar a estabilidade das taxas de filtracdo apOs procedimentos de
recuperacdo por retrolavagens, também foram realizados monitoramentos das vazdes dos
sistemas a cada 1 h. Os resultados demonstraram que quando a turbidez da 4gua de alimentacdo
dos filtros foi menor que 2 UNT as taxas de filtracdo permaneceram estaveis por pelo menos 8
h (tempo em que foi realizado o monitoramento) (Figuras 22A e 22B). J4 com uma turbidez
de 10,8 UNT, tanto para filtros lentos quanto para filtros rapidos, foi possivel observar o
declinio das taxas de filtracdo logo ap6s 1 h (Figuras 22C e 22D), sendo que na comparagao
entre os dois filtros rapidos, este declinio foi mais acentuado para F3, que ficou exposto a luz
(Figura 22 D).
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Figura 21. Dados de registro diério das vazdes indicando o comportamento dos filtros lentos (A) e
rapidos (B). Apds o registro foi feito o ajuste em cada sistema para a vazdo de referéncia correspondente
a 0.4m3/m?/h (12,5 I/h) para F1 e F2 e 4m3/m?/h (125 I/h) para F3 e F4.
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Figura 22. Comportamento das vazdes dos filtros lentos (F1 e F2) e rapidos (F3 e F4) apos recuperacao
por retrolavagem, com agua de alimentacdo em diferentes condic6es de turbidez.

Os resultados obtidos sugerem uma relacdo entre declinio das taxas de filtracdo e
aumento da turbidez na 4gua de alimentacdo. Conforme descrito na literatura, &guas superficiais
com turbidez acima de 5 UNT podem levar ao declinio na performance de filtros de areia
(CLEASBY, 1991, COLLINS; EIGHMY; MALLEY JR, 1991), sendo muitas vezes necessario
um tratamento prévio da dgua para o abatimento da turbidez. Porém, uma avaliacdo da agua de
alimentacéo de filtros de areia ndo deve ser baseada apenas na sua turbidez, sendo necessario
também para classificar a agua a quantificacdo de algas (CLEASBY et al., 1984), uma vez que
floragdes destes organismos na agua levam & colmatacdo precoce do meio filtrante,
principalmente quando se trata de algas menores como as diatoméaceas, que contribuem para o
aumento da resisténcia a passagem da agua. Por outro lado, o acumulo de algas filamentosas na
schmutzdecke gera a formacao de uma malha porosa que reduz a resisténcia a filtracdo, além de
outros beneficios bioldgicos (HUISMAN; WOOD, 1974).



77

3.4.2 Capacidade de remocdo de bactérias e microalgas

Embora tenham sido registradas oscilacdes frequentes na taxa de filtracdo ao longo do
experimento, todos os sistemas de pré-tratamento avaliados demonstraram eficiéncia na
remogdo de bactérias a partir da agua de alimentacdo. Porém, os resultados da ANOVA
demonstraram diferenca significativa de desempenho de remocao de bactérias entre tratamentos
ao longo do tempo (F = 3.32; F-critico = 1.59; p < 0.05). Por meio do teste post hoc de Tukey,
foi possivel verificar que no ponto referente a coleta do 27° dia de operacdo ndo havia diferenca
significativa entre as médias dos tratamentos F1, F2, F3 e F4. Porém, o teste demonstrou uma
diferenciacdo entre o desempenho de filtros lentos e filtros rapidos a partir do ponto de coleta
referente ao 48° dia. Ja nos resultados referentes ao 62° dia, ndo houve diferencas estatisticas
significativas entre as médias de F1, F2 e UF, evidenciando que a capacidade de remocao de
bactérias pelos filtros lentos tem um incremento apds a maturagéo dos filtros. Por meio do teste
Tukey também foi possivel verificar que ndo ocorreu diferenca significativa entre o
desempenho de filtros cobertos e expostos a luz, ap6s os 27° dia.

Avaliando a figura 23, é possivel observar que os filtros lentos foram mais eficientes do
que os filtros rapidos na remocdo de bactérias, reduzindo as concentracGes de bactérias em
aprox.1 log a partir da 4gua de alimentacao.
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Figura 23. Quantificagdo de bactérias totais realizada por citometria de fluxo. Os dados em cada ponto
de amostragem representam as médias e desvio padrdo das analises em triplicata dos filtros lentos (F1 e
F2), filtros rapidos (F3 e F4) e UF. O sistema de UF passou a ser operado apds 20 dias do inicio da
operacdo dos demais sistemas.
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Dentre os pré-tratamentos avaliados, a UF foi o sistema que demonstrou maior
eficiéncia, uma vez que desde o inicio da operacdo reduziu a concentracdo de bactérias em
aprox. 2 log a partir da 4gua de alimentacdo (Figura 23). Conforme descrito no manual de
especificacdes técnicas do modulo de UF Dizzer® P 4040-6.0, as membranas utilizadas no
estudo possuem porosidade de aprox. 0.02 um (INGE, 2014), conferindo ao sistemas de UF
capacidade de remover todo o conteudo de bactérias presente na corrente de alimentacdo,
incluindo também alguns tipos de virus e substancias dissolvidas. Porém, as concentracdes de
bactérias, detectadas nas amostras de permeado, podem ser explicadas pelo crescimento
microbiano e posterior dispersdo de bactérias no canal de permeado e no interior do registro

que controla a vazao de producao.
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Figura 24. Quantificacdo de nanofitoplancton (2-20um) realizada por citometria de fluxo. Os dados em
cada ponto de amostragem representam as médias e desvio padrao das analises em triplicata dos filtros

lentos (F1 e F2), filtros rapidos (F3 e F4) e UF. Os dados foram coletados apenas a partir do 20° dia de
operacdo. Em todas as amostras de UF o resultado foi = 0.

Nas andlises de citometria de fluxo para quantificacdo de nanofitoplancton, que
indicaram nas amostras as concentra¢es de microrganismos fotossintetizantes com tamanho
entre 2-20 um (abrangendo algumas especies de diatomaceas, cloroficeas, cocolitoforideos,
silicoflagelados e criptoficeas), foi possivel verificar que apenas a UF demonstrou capacidade
de remover completamente estes microrganismos a partir da agua de alimentacao (Figura 24).
A anélise estatistica demonstrou diferencas significativas entre os pré-tratamentos ao longo do

tempo (F = 28.21; F-critico = 1.74; p < 0.05). Porém, apds teste post hoc foi possivel observar



79

que ndo houve diferencga significativa entre F3 e F4, e nos pontos referentes ao 55° e 62° dia
também ndo foi mais verificada diferenca entre as médias de F1 e F2. Desta forma, a partir
deste ponto a cobertura e exposicéo dos filtros a luz ndo exerceram influéncia na capacidade de

remocao de nanofitoplancton.

3.4.3 Potencial de crescimento microbiano (PCM) das amostras de agua

Em relacdo ao PCM medido nas amostras de 4gua, a ANOVA também demonstrou
diferencas significativas entre os pré-tratamentos ao longo do tempo (F = 4.04; F-critico = 1.47,;
p < 0.05). Com base nos dados obtidos no teste post hoc, foi possivel verificar que apds 20 dias
as médias de F1, F2, F3 e F4 diferiram da dgua de alimentacdo, sugerindo neste ponto uma
remocdo de AOC pelos filtros de areia. Porém, esta capacidade ndo foi mais observada nos
pontos referentes ao 34° e 41° dia de operacdo, quando o PCM apresentado pelos filtros de areia
se igualou novamente ao da &gua de alimentacdo. Apds 48 dias foi observado novamente
reducdo significativa do PCM pelos filtros de areia e as médias obtidas em F1, F2, F3 e F4 ndo
diferiram estatisticamente das obtidas pelo sistema de UF. Inicialmente a UF foi apresentou
uma capacidade em controlar o PCM maior do que os demais tratamentos analisados. Porém,
ao final do experimento o desempenho da UF se igualou ao dos filtros lentos (F1 e F2) (Figura
25).
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Figura 25. Determinacdo do PCM por meio do crescimento de células de Pseudoalteromonas spongiae
inoculadas nas amostras a uma concentracdo inicial de 102
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3.4.4 Formagcao de fouling em membranas de osmose reversa

O acumulo de proteinas e carboidratos sobre as membranas expostas em camaras de
fluxo por 30 dias foi controlado por todos os sistemas avaliados, tendo como referéncia a
quantidade de fouling obtida na membrana exposta a 4gua de alimentagdo dos sistemas (que
ndo passou por nenhum pre-tratamento) e na membrana controle (uma membrana “limpa”, ou
seja, que ndo foi exposta a nenhuma das amostras de agua).

A comparacao estatistica demonstrou diferenca significativa entre tratamentos quando
analisadas as médias tanto para as quantificacdes de proteinas (F = 86.49; F-critico = 2.84; p <
0.05) quanto para carboidratos (F = 107.88; F-critico = 2.85; p < 0.05). Observando os dados
foi verificado que a UF e os filtros lentos foram mais efetivos no controle do fouling de
membrana do que os filtros rapidos, sobretudo quando se refere ao controle do acimulo de
proteinas (Figura 26). As médias obtidas em F1, F2, UF e no controle ndo diferiram
estatisticamente na andlise de quantificacdo de proteinas. J& para carboidratos, néo

apresentaram diferencas significativas as médias de F1 e UF.
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Figura 26. Quantificacdo do acimulo de carboidratos e proteinas em membranas de osmose reversa
expostas & dgua produzida por filtros lentos (F1 e F2) e filtros rapidos (F3 e F4), tendo como referéncias
as médias obtidas no controle (membrana “limpa’) e em membranas expostas diretamente a agua de
alimentacdo. A analise foi realizada em membranas que ficaram expostas por 30 dias em camaras de
fluxo a uma vazéo de 12 I/h.

Os resultados apresentados na Figura 26 sugerem que em um periodo de 30 dias, 0s
filtros lentos de areia (tanto cobertos quanto expostos a luz) foram capazes de controlar o

fouling biolégico de membrana com a mesma eficiéncia demonstrada pelo sistema de UF.
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Porém, analisando as micrografias feitas por MEV apresentadas nas Figuras 27 (A, B, C e D)
e 28 (A, B e C), € possivel observar microalgas (principalmente diatomaceas) aderidas as
membranas expostas aos filtrados de F1 e F2 (Figuras 27C e 27D), e como resultado esperado
esses microrganismos nao estdo presentes nas membranas expostas ao permeado da UF (Figura
27 B). Desta forma, para que os filtros lentos apresentem realmente um desempenho semelhante
ao sistema de UF, controlando efetivamente a formacdo de fouling bioldgico sobre as
membranas, € necessaria a utilizagdo de uma outra etapa de filtracdo a jusante para um

polimento da agua, como o uso de filtros cartuchos, por exemplo.

)

D | 10.00kvV | 1000x | 10.7 mm | 3.0

Figura 27. Micrografias em MEV realizadas em aumento de 1.000x. A analise foi realizada em
membranas que ficaram expostas por 30 dias em camaras de fluxo a uma vazdo de 12 I/h. A)
Corresponde a micrografia da “membrana limpa” que serviu como controle negativo, sendo possivel
observar apenas algumas poucas particulas aderidas. B) Na micrografia feita na membrana exposta ao
permeado de UF foi observado pouca quantidade de material aderido @ membrana em relacéo aos demais
pré-tratamentos. C) Nas membranas expostas ao filtrado produzido por F1 (filtro exposto a luz) foi
possivel observar grande quantidade de diatomaceas medindo em média 15um. D) Na membrana
exposta ao filtrado de F2 (filtro protegido da luz) foi observado um nimero menor de diatoméaceas
aderidas em relagdo a F1.
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Figura 28. Micrografias em MEV realizadas em aumento de 1.000x. A) Corresponde & membrana
exposta ao filtrado de F3, onde foi possivel observar alguns pontos com um biofilme com a presenga de
EPS. B) Nas membranas expostas ao filtrado de F4 foram observadas algumas diatoméaceas maiores
com comprimento variando entre 100 e 200 um. C) Corresponde a membrana exposta a agua de
alimentacdo apresentando maior quantidade de material aderido em relagcdo aos pré-tratamentos. A
analise foi realizada em membranas que ficaram expostas por 30 dias em camaras de fluxo a uma vazéo
de 12 I/h.

Outro resultado observado foi que os filtros rapidos bioldgicos, sem a utilizacdo de
coagulantes quimicos, também apresentam algum nivel de controle de fouling biologico
associado a capacidade de remocdo de turbidez, bactérias, microalgas e reducdo do PCM da
agua do mar. Porém, a quantidade de material biol6gico aderido as membranas expostas aos
filtrados de filtros rapidos foi superior ao observado em filtros lentos (Figura 26), o que
tambem foi observado qualitativamente nas comparagdes das analises por MEV (Figuras 28 A
e B). Embora os resultados indiguem um desempenho inferior demonstrado pelos filtros

rapidos, estes sistemas, que possuem a caracteristica de serem facilmente recuperados por
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retrolavagens, podem ser utilizados como uma alternativa de pré-filtracdo para reduzir a
colmatacéo e prolongar o tempo de carreira dos filtros lentos.

Analisando a constituicdo do material bioldgico aderido sobre as membranas, verifica-
se que embora seja um indicativo do crescimento de biofilmes, as concentracdes de proteinas e
carboidratos obtidas também podem ter origem no processo de adsorcdo direta destas
macromoléculas a superficie das membranas (LADNER, 2009; SNOPOK; KOSTUKEVICH,
2006). Conforme apresentado na Figura 26, uma maior predominancia de proteinas foi
observada nos depoésitos sobre as membranas, resultado também obtido nos experimentos
anteriormente realizados, que foram apresentados no Capitulo 2, o que sugere uma deposicao
preferencial proteinas sobre as membranas de osmose reversa em relacdo aos carboidratos
(COMPERE et al., 2001; LADNER, 2009).

E importante destacar que os testes aqui descritos foram realizados em condigdes
diferentes aquelas geradas pelos modulos de osmose reversa, uma vez que na operagdo em
condigdes reais o fendmeno do fouling de membrama tende a ser mais severo do que o descrito
neste experimento, devido ao fluxo de permeacdo. Desta forma, para uma melhor avaliacdo dos
sistemas de pré-tratamento, reproduzindo condi¢cdes semelhantes aquelas encontradas nos
maodulos de osmose reversa, estes experimentos podem ser repetidos utilizando equipamentos
como o simulador de fouling de membrana (MFI — Membrane fouling simulator) descrito por
Vrouwenvelder et al. (2006), construido com 0s mesmos materiais (incluindo os espacadores
de permeado e alimentacdo presentes nos elementos de membrana) e que simula as mesmas
condicdes hidraulicas dos modulos reais.

Com base nos dados obtidos, referentes ao desempenho dos sistemas em termos de
controle biofilmes em membranas, é possivel colocar os filtros lentos como uma possivel
alternativa para o pré-tratamento de agua do mar, ja que também apresentam outras vantagens
como ndo utilizarem produtos quimicos e consumirem pequenas quantidades de energia elétrica
(DI BERNARDO; BRANDAQ; HELLER, 1999). Porém, para auxiliar uma tomada de deciséo,
ainda € necessario realizar uma comparacéo entre os filtros lentos de areia e UF em termos de

custos de instalacdo e operacdo para o tratamento da 4gua do mar.
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3.5 Conclusotes

Tanto filtros lentos quanto filtros rapidos foram capazes de reduzir a turbidez da agua
para niveis proximos dos alcancados pela UF. Porém, considerando os fatores operacionais, foi
observado que os filtros lentos e rapidos demonstraram instabilidade na taxa de filtragdo durante
o0 periodo de operacdo, com reducdo da taxa em periodos de agitacdo do mar, sendo observada
correlacdo das quedas nas taxas de filtragdo com aumento da turbidez. Por outro lado, quando
a agua de alimentacdo apresentou turbidez inferior a 2 UNT, os filtros demonstraram
estabilidade na taxa de filtracdo por pelo menos 8 h ap6s o reajuste da vazdo. Em alguns
momentos foi possivel verificar uma diferenca no comportamento entre filtros expostos a luz e
filtros protegidos.

Todos os sistemas avaliados foram capazes de produzir &gua com SDlss inferior a 3,
inclusive em condigdes de agitacdo do mar, em que o SDI da agua de alimentacgdo chegou a 16
(SDlIs). Porém, os menores valores de SDI foram obtidos no permeado produzido pela UF (com
valores em torno de 1). Assim, se 0 SDI fosse considerado o principal parametro de qualidade
de agua, todos os sistemas analisados estariam aptos para produzir dgua adequada para
alimentar sistemas de osmose reversa. Porém, diferencas de desempenho entre os sistemas
relacionadas a capacidade de controlar o fouling de membranas foram observadas quando
levados em consideracdo os parametros biologicos.

Quanto a eficiéncia microbioldgica, os filtros lentos de areia demonstraram uma
capacidade de remocdo de bactérias de 1 log em relacdo a agua de alimentacdo, desempenho
superior ao apresentado pelos filtros rapidos, confirmando o resultado esperado que esta
relacionado as diferentes porosidades apresentadas pelos dois tipos de filtros. Porém, os filtros
lentos tiveram desempenho inferior ao sistema de UF, além de necessitarem de um tempo de
maturacdo de aproximadamente 27 dias para demonstrar taxas significativas de remoc¢édo de
bactérias. Quanto a eficiéncia de remocao de microalgas com tamanho entre 2-20 um, nos
filtrados de F1 e F2 foram encontradas em média concentracdes de 102 célula/ml, o que
representou uma capacidade de remocao superior a 1 log em relagéo a 4gua de alimentacdo mas
inferior aos resultados apresentados pela UF. As micrografias feitas em MEV revelaram que a
concentragéo de células nos filtrados de F1 e F2 resultaram em um biofilme de microalgas sobre
as membranas, o que nao foi observado nas membranas expostas ao permeado da UF, como
esperado.

Em termos de controle do potencial de crescimento microbiano, foi possivel observar

que ao fim do experimento todos os sistemas alcancaram a mesma taxa de controle. Porém, a
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UF demonstrou controlar o PCM desde o inicio de sua operacgdo, enquanto os filtros de areia
bioldgicos demonstraram tal controle apds um periodo de maturagdo superior a 50 dias. Desta
forma, para esta finalidade é possivel utilizar filtros lentos de areia em substituicdo a UF,
buscando uma opcao mais barata de pré-tratamento, desde que o tempo de maturacéo néo reflita
em prejuizos para o processo. Caso contrario a UF parece ser o pré-tratamento mais indicado
para controlar o PCM. Estudos futuros serdo necessarios para verificar alternativas que reduzam
o0 tempo de maturacao de filtros lentos de areia para que estes sistemas sejam mais competitivos.

Na comparacdo de controle de fouling, as concentracGes de carboidratos e proteinas
quantificadas sobre as membranas indicaram desempenhos semelhantes entre F1 e F2,
sugerindo que o fator exposicdo a luz ndo influenciou de forma significativa o controle de
fouling sobre as membranas. Os dados obtidos nas quantificacGes de carboidratos e proteinas
também indicaram que F1 e F2 tiveram desempenho semelhante a UF, o que néo foi confirmado
nas observacbes diretas feitas por MEV, que mostraram maior concentracdo de células
(principalmente microalgas) aderias & membranas em F1 e F2 do que em UF. Embora, tanto
F1 como F2 tenham sido capazes de reduzir o fouling de membrana em até 85%, comparado
com a agua que nao passou por este tratamento, estes sistemas ainda necessitam etapas
adicionais para fornecer dgua de alimentacdo para o processo de osmose reversa, ou seja, uma
complementacdo do tratamento a jusante aos filtro lentos que seja mais restritiva, evitando
assim que grande quantidade de microrganismos chegue a membrana. Uma alternativa simples
seria a utilizacdo de filtros cartucho apds os filtros lentos de areia. Além disso, ainda €
necessario incluir no pré-tratamento por filtros lentos de areia estratégias ou etapas prévias que
permitam uma maior estabilidade da taxa de filtracdo e reduzam as intervencfes necessarias
para recuperacdo das taxas diante das oscilacdes na quantidade de material suspenso que
ocorrem naturalmente na agua do mar.

As comparacles de desempenho entre 0s sistemas sugerem que para gerar agua
adequada para a operacdo de osmose reversa, incluindo o controle efetivo da formacédo de
biofilmes em membranas, o pré-tratamento poderia ser constituido por uma combinacgéo de
alguns dos sistemas avaliados neste trabalho. Desta forma, estudos futuros sdo necessarios para
testar estas combinacdes.

Para uma avaliacdo mais precisa dos pré-tratamentos aqui estudados, em termos de
controle de fouling, ainda se faz necessario testar a agua produzida por cada sistema em
condi¢cBes semelhantes aquelas encontradas nos moédulos de osmose reversa, utilizando
ferramentas como simuladores de fouling de membrana que reproduzam as mesmas condigdes

hidraulicas dos médulos reais.
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CAPITULO 4 -TRATAMENTO DA AGUA DO MAR POR FILTROS LENTOS DE
AREIA NO CONTROLE DE BIOFILMES EM SISTEMAS DE AQUICULTURA

4.1 Introducgéo

A formacgdo de biofilmes em tanques de cultivo constitui um grande desafio para a
aquicultura, devido a necessidade constante de manejo e limpeza dos tanques, que demanda
trabalho do aquicultor e pode ser um fator de estresse para as espécies cultivadas. Além disso,
biofilmes podem constituir uma fonte de microrganismos causadores de patologias em peixes
(KING et al., 2004; KING et al., 2008, TIMMONS et al., 2009). A colonizacéo de biofilmes
sobre a superficie de estruturas imersas esta relacionada com a presenga microrganismos e
nutrientes na dgua do mar (FLEMMING et al., 1997; LEE et al., 2011). Desta forma, séo
necessarios meétodos de tratamento que reduzam os fatores que favorecem a formacédo de
biofilmes em tanques. Além disso, também € necessario que o tratamento utilizado forneca dgua
com qualidade adequada para gerar boas condi¢des de sobrevivéncia, reproducgéo e crescimento
para os individuos cultivados (BOYD; TUCKER, 1998).

A aplicacdo de filtros bioldgicos para tratar dgua de alimentacdo de tanques pode
constituir uma alternativas efetiva no controle da formacéo de biofilmes, uma vez que estes
sistemas atuam na remoc¢do de nutrientes da agua (BOUWER; CROWE, 1988; GRAHAM,
1999; RAY et al., 2002). Os filtros lentos de areia s&o biofiltros que apresentam duas fungdes
associadas: uma € a alta capacidade de reducdo da turbidez da agua por meio da retencédo de
particulas e patdgenos, como nos filtros convencionais, a outra € a remoc¢do da matéria organica
biodegradavel e outros elementos biodisponiveis, utilizando como mecanismo de remog¢édo o
metabolismo microbiano da schmutzdecke, camada de biofilme aderido ao meio filtrante
(CAMPOS et al., 2002; HUISMAN; WOOD, 1974; JOUBERT; PILLAY, 2008; LOGSDON
et al., 2002). Além disso, esses sistemas sdo caracterizados pela operacdo simples, por ndo
necessitarem de produtos quimicos, e por ndo necessitarem grandes quantidades de energia
elétrica, operando por gravidade (DI BERNARDO et al, 1999; HUISMAN; WOOD, 1974).

Alguns estudos descreveram a utilizagéo de filtros lentos de areia como sistema de
tratamento de agua para aquicultura (DRENNAN et al., 1993; VIGNESWARAN et al., 1991),
porém, diante de uma variedade de processos de tratamento recentemente desenvolvidas, estes
sistemas deixaram de ser considerados como uma alternativa para o tratamento da agua. Além
disso, s@o escassos 0s dados sobre a aplicacdo destes sistemas para o tratamento de agua do

mar. Recentemente foi demonstrado que o uso dos filtros lentos como sistemas de tratamento
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de 4agua do mar pode ser uma alternativa para controlar a formagdo de biofilmes (DE
OLIVEIRA, 2012).

Este estudo busca avaliar o uso do filtro lento de areia como uma alternativa para o
tratamento de agua do mar e abastecimento de sistemas de aquicultura, principalmente em
termos de estabilizacédo da turbidez e controle da formagé&o de biofilmes nos tanques de cultivo.
Filtros rapidos de areia (do tipo utilizado em piscinas), que haviam sido destinados ao
tratamento da agua de cultivo de peixes em trabalhos prévios foram utilizados para comparacgéo
de desempenho. Além disso, foram também incluidos no sistema proposto como uma etapa de
filtracdo prévia aos filtros lentos, buscando reduzir a perda de carga, principalmente em
situacBes de agitacdo do mar, ja& que para o uso direto de filtros lentos de areia a 4gua de
alimentacdo deve apresentar preferencialmente turbidez menor que 5 UNT, e valores de
clorofila a menores que 0.05 pg/L (CLEASBY, 1991; LOGSDON et al., 2002). Neste estudo
os organismos cultivados foram individuos juvenis da espécie Epinephelus marginatus

(garoupa verdadeira), de grande interesse comercial.
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4.2 Objetivos

4.2.1 Objetivos gerais

O presente trabalho buscou comparar o desempenho de dois sistemas de tratamento de
agua para aquicultura, um constituido por um filtro rapido de areia seguido de um filtro lento e
outro constituido apenas por filtro rapido, a fim de determinar se haveria diferenca de
desempenho entre os sistemas para o controle da formacéo de biofilmes e depdsito de material

organico nos tanques.

4.2.2 Objetivos especificos

% A fim de comparar o desempenho entre os tratamentos avaliados, determinar a
qualidade da agua na saida dos sistemas e dentro dos tanques, utilizando dados de
parametros fisico-quimicos como temperatura, oxigénio dissolvido, aménia total e
turbidez.

% Por meio da quantificacdo de proteinas e carboidratos em corpos de prova, determinar
qual dos tratamento demonstra melhor eficiéncia no controle da formacéo de biofilmes

e deposito de material organico dentro dos tanques de cultivo de peixes.
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4.3 Materiais e Métodos

4.3.1 Descricao dos sistemas de tratamento de agua do mar e desenho experimental

Individuos juvenis da espécie Epinephelus marginatus (garoupa verdadeira), foram
cultivados por 31 dias em 4 tanques de fibra de vidro com capacidade de 1000 | cada um. Os
tanques consistiram em sistemas de cultivos de fluxo aberto (sem recirculacédo de agua), sendo
operados com uma vazdo de alimentacdo de 50 I/h, correspondente a um tempo de retencédo
hidraulica de 20 h, inferior ao tempo méaximo de 24 h para a troca completa da agua de tanques
de cultivo, recomendado por Timmons et al. (2009). No centro dos tanques foram instalados os
tubos de drenagem, pelos quais também foi possivel ajustar o nivel d’agua nos tanques. OS
tanques foram dispostos de forma linear dentro de uma estufa, protegidos da chuva, porém
expostos a luz do sol (Figura 29). Foram entdo numerados de 1 a 4, sendo que os tanques 1 e
3 (réplicas) foram alimentados com &gua do mar tratada apenas por filtros rapidos de areia
(FRA) (Figura 30), do tipo filtro de piscina, construidos com uma camada filtrante de 50 cm

de altura feito de areia com tamanho efetivo de 0.79 mm e coeficiente de uniformidade 1.35

(areia S&o Jodo® 18/30), operado a uma taxa de filtragdo de 12 m3/m?h.

Figura 29. A imagem a esquerda apresenta a posicdo de cada tanque na estufa de trabalho (O tanque 1
esta em primeiro plano e o tanque 4 esté posicionado ao fundo). A direita € apresentado um dos tanques
utilizados no experimento ainda com alguns corpos de provas fixados no fundo e nas paredes do tanque.

Nos tanques 2 e 4 (réplicas), além de passar pelos filtros rapidos, a agua do mar também
passou por um tratamento adicional por filtros lentos de areia (FLA) (Figura 29), construidos
com um meio filtrante de 30 cm de altura feito com areia fina obtida na Pedreira Santa Isabel
Ltda, que apos procedimento de lavagem para remogéo de particulas finas permaneceu com o
tamanho efetivo do gréo de 0.15 mm e coeficiente de uniformidade 2.3. O filtro lento foi

operado a uma taxa de filtragio de 0.1 m*/m?/h.
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Figura 30. Configuragdo dos sistemas de tratamento de dgua do mar testados. FRA corresponde ao
tratamento feito apenas com filtro rapido de areia e FRA/FLA corresponde ao tratamento feito por filtro
rapido de areia seguido por filtro lento de areia.

Em cada tanque foram colocados 4 peixes, sendo que o peso médio (g) dos peixes nos
tanques 1, 2, 3 e 4 foram, respectivamente, 377 £ 71; 387 £ 79; 379 = 68 e 415 + 135.
Anteriormente foi realizado um manejo para controle de ectoparasitas que consistiu na imersao
de cada individuo em agua doce durante aproximadamente 3 min. Apds o inicio do experimento
os peixes foram alimentados ad libitum a cada 48 h com aproximadamente 96g de alimento por
tanque, sendo 16 pedacos de sardinha (Sardinella brasiliensis) congelada, cortados em cubos e
pesando aproximadamente 6g cada (peso Umido). Os pedacos de alimento ndo ingeridos foram
removidos apds 2 h. Material particulado depositado no fundo dos tanques, como fezes, restos
de alimento e outros materiais particulados sedimentaveis, foram removidos um dia apds a
alimentacdo, por meio de aspiragdo com mangueira. Para evitar uma drastica reducdo nas taxas
de oxigénio geradas pela presenca de matéria organica e/ou elevagao repentina da temperatura,
foram mantidos difusores de ar fixados no centro do tanque ao fundo.

Para quantificar a formacéo de biofilmes em cada tanque, foram colados corpos de prova
nos fundos e nas paredes dos tanques, constituidos por pedagos de lonas de PVC Sansuy®
(material utilizado na confecgdo de alguns tanques de cultivo), cada um com uma &rea de 50
cm?. Por tanque foram adicionados 30 corpos de prova, sendo que a cada tempo de coleta (5,
15 e 31 dias) foram coletadas 5 réplicas dos corpos de prova do fundo e 5 réplicas da parede de

cada tanque.
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4.3.2 Analises fisico-quimicas da 4gua

Temperatura, oxigénio dissolvido (OD) (analizador de oxigénio dissolvido portatil YSI
55® Yellow Springs, OH, EUA), pH (pHmetro portatil Qualxtron®, Singapura), salinidade
(refratdmetro S/Mill-E ATAGO®, Tokyo, Japdo), turbidez (turbidimetro portatil 2100P
HACH®, Loveland, Colorado, EUA), e amonia (Ammonia Test Kit® Red Sea, Houston, TX,
EUA), foram monitorados diariamente na agua de alimentacéo e dentro dos tanques. Os dados
foram coletados logo pela manhd antes dos procedimentos de alimentacdo dos peixes ou

aspiracdo do tanque.

4.3.3 Analises de biofilmes aderidos nos tanques

Os corpos de provas coletados foram cortados ao meio (2 pedagos de 25 cm?), um
pedagco foi destinado as analises por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) (Microscopio
Quanta 600 FEG®, FEI, USA) e a outra para a quantificaco de biofilmes.

A extracdo do biofilme aderido foi realizada cortando os corpos de prova em pequenos
pedacos e misturando em liquidificador (IB900 Black Decker®) com 100 ml de agua milliQ em
rotacdo maxima por 2 min. O sobrenadante liquido foi entdo peneirado e separado em um tubo
conico plastico, e mantido a -20 °C até o momento da anéalise. Proteinas e carboidratos foram
determinados utilizando os métodos de Bradford (1976) e Dubois et al., (1956),

respectivamente.

4.3.4 Andlises estatisticas

Os dados obtidos nas quantificacdes de proteinas e carboidratos foram analisados por
ANOVA, considerando um nivel de significancia: o =0.05, e 3 fatores: Tempo (contendo trés
niveis: 5, 15 e 31 dias), Tratamento (contendo 4 niveis: FRA-Tanque 1; FRA-Tanque 3;
FRA/FLA-Tanque 2 e FRA/FLA-Tangue 4) e réplicas de tanques (duas réplicas para cada
tratamento). Com este modelo foram realizadas ao todo quatro analises: Duas para as
quantificacbes de proteinas (proteinas na parede do tanque e proteinas no fundo do tanque) e
duas para carboidratos (carboidratos na parede do tanque e carboidratos no fundo do tanque).
A comparagéo entre tratamentos dois a dois em cada tempo de coleta foi realizada por meio do

teste post-hoc de Tukey
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4.4 Resultados e Discussao

4.3.1 Analises fisico-quimicas

As concentracdes de amdnia na agua dos tanques, foram obtidas por meio de um kit que
se baseia em um teste colorimétrico, para comparacéo da cor produzida em uma tabela contendo
uma escala de leitura de cores com as respectivas concentracdes. Este kit foi adotado, na falta
de um método mais preciso, para verificar uma possivel elevacdo nos niveis de amonia, uma
vez que a faixa de concentracéo letal para peixes marinhos vai de 0.09 a 3.35 mg/l NH3 (EDDY,
2005). Durante os 31 dias de experimento, em todos 0s tanques as concentragcdes de amonia se
mantiveram proximo de 0. O pH e a temperatura da agua dentro dos tanques também
permaneceram estaveis (Tabelas 3 e 4) e ao longo de todo o experimento o valor da salinidade
foi 35%0. Todos os parametros se mantiveram dentro da faixa considerada adequada para o
cultivo de peixes (TIMMONS et al., 2009).

Tabela 3 — Valores de pH medidos dentro dos tanques nos 31 dias de experimento

Tanque Média Max. Min.
1 8.0£0.11 8.2 7.9
2 8.1+£0.08 8.3 8.0
3 8.1+0.08 8.4 8.0
4 8.1+0.10 2.1 7.8

Tabela 4 —Valores de temperatura (°C) medidos dentro dos tanques nos 31 dias de experimento

Tanque Média Max. Min.
1 20.6£0.9 22.7 18.9
2 20.7+0.9 22.2 18.9
3 205+1.1 22.7 18.3
4 204 +£1.2 22.6 18.1

Avaliando os dados foi possivel observar variagfes na taxa de OD em todos 0s tanques
ao longo do periodo de experimento. Quedas na taxa de OD foram observadas principalmente
apos a alimentacdo dos peixes e aumentos na taxa de OD foram observados ap0s aspira¢do do

fundo (Figura 31). Esta oscilagdo pode estar relacionada com um aumento na demanda
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bioguimica de oxigénio (DBO) e na taxa de respira¢cdo microbiana, devido a adigdo de matéria
organica na coluna d’agua ap6s procedimento de alimentagdo dos peixes.

A reposicdo de oxigénio dissolvido em tanques de cultivo de peixe ocorre
principalmente pelo processo de difusdo de O: através da interface ar-agua, como aquela
produzida no processo de aeragdo por difusores de ar, e também pelo processo de fotossintese.
Ja o consumo de O3, ocorre principalmente pela respiracdo aerdbica dos peixes, de bactérias,
do zooplancton e até mesmo do fitoplancton, que consome O respirando na fase escura da
fotossintese (BOYD; HANSON, 2010; CHANG; OUYANG, 1988; HARGREAVES;
TUCKER, 2002).

Tanque2  ====- Tanque3  ===-=- Tanque 4

Tanque 1

12

10

0D (mg/l)

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J

0123 456 7 8 91011121314151617 1819 2021 22 2324 252627 28 29 30 31

Dias

Figura 31. Variagéo do oxigénio dissolvido dentro dos tanques. Os dias pares representam os dias em
que os peixes foram alimentados e os dias impares (exceto o 1° dia de experimento), foram os dias em
que os tanques foram aspirados para remocao de material depositado no fundo.

O tratamento por meio de FRA/FLA manteve a agua dos tanques 2 e 4 sempre abaixo
de 1 UNT (Figuras 32C e 32D), mesmo em situacGes de elevacdo da turbidez da agua bruta
devido a agitacdo do mar, enquanto o tratamento apenas por FRA permitiu que a turbidez dos
tanques 1 e 3 chegassem a valores superiores a 6 UNT (Figuras 32A e 32B). A reducdo dos
valores de turbidez em tanques de cultivo de peixes € um importante fator de controle de
algumas doencas causadas por microrganismos, bem como lesdes em brénquias causadas pela
concentracdo excessiva de solidos suspensos, condi¢cGes que geram estresse para as espécies
cultivadas. Porém, algumas espécies de peixes sdo mais sensiveis as altas concentracfes de
material particulado suspenso do gque outras, que sdo mais tolerantes (APPLEBY; SCARRATT,
1989; BASH; BERMAN; BOLTON, 2001; ROWE et al., 2002). Um sistema de tratamento
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composto por FLA é capaz de remover tanto particulas inertes quanto reduzir o nimero de
bactérias, protozoérios e até mesmo alguns virus (BRITO et al., 2005; ELLIS; AYDIN, 1995;
HIINEN et al., 2004, MURTHA; HELLER, 2003; WAKELIN et al., 2011; WEBER-SHIRK;
DICK, 1999).
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Figura 32. Valores de turbidez (UNT) na agua de alimentag&o e dentro dos tanques em FRA (A e B) e
FRA/FLA (C e D).

4.3.2 Andlises de biofilmes aderidos em corpos de prova

A ANOVA feita a partir das médias obtidas nas quantificacbes de proteinas e
carboidratos no fundo dos tanques, demonstrou que a diferenca entre tratamentos foi
significativa tanto para proteinas (F = 18.5; F-critico = 2.79; p < 0.05) como para carboidratos

(F = 62.4; F-critico = 2.79; p < 0.05). Conforme apresentado na Figura 33, o acimulo de
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material nos corpos de prova posicionados nos fundos dos tanques foram menores nos tanques
2 e 4, que contaram com agua tratada pelo sistema FRA/FLA, sendo esta diferenga mais
evidente apds 31 dias de exposicdo. Foi possivel verificar que FRA/FLA controlou no fundo
dos tanques tanto o acimulo de proteinas quanto o de carboidratos, inclusive que o tratamento
feito apenas por FRA resultou em grande concentragdo de carboidratos nos corpos de prova
apos 31 dias. Com base nos dados, foi observado que o tratamento constituido por FRA/FLA
teve desempenho superior ao tratamento por FRA, controlando o acimulo de proteinas e
carboidratos nos fundos dos tanques logo apds 5 dias de exposicado dos corpos de prova. Nos
imagens dos corpos de prova feitas apds 31 dias de exposicéo, apresentadas na Figura 34, é
possivel observar uma quantidade menor de material aderido nos corpos de prova expostos nos
tanques 2 e 4 que contaram com o tratamento por FRA/FLA, porém todos as amostras
apresentaram coloracdo esverdeada tipica de biofilmes constituidos por algas. Na Figura 35,
as andlises de MEV evidenciaram uma grande concentracdo de diatoméceas (de diversos
tamanhos) e grande quantidade de material particulado aderido nos corpos de prova nos tanques
1 e 3, que contaram com o tratamento por FRA apenas, enquanto a exposi¢ao nos tanques 2 e
4, tratados por FRA/FLA, permitiu a adesdo de algumas diatomaceas com tamanho menor e
uma menor concentragdo de material particulado aderido.

Nos corpos de prova posicionados nas paredes dos tanques, foi significativa a diferenca
entre tratamentos para carboidratos (F = 18.5; F-critico = 2.79; p < 0.05). Embora essa diferenga
tenha sido significativa também para proteinas, a analise demonstrou um valor marginal de
significancia (F = 2.84; F-critico = 2.79; p = 0.047). Na Figura 33 é possivel verificar que a
partir de 15 dias a concentracdo de proteinas nos corpos de prova passou a ser menor com o
tratamento FRA/FLA do que com FRA apenas, exceto para o tanque 2, que apresentou alta
concentracdo de proteinas apos 31 dias. Para carboidratos, o tratamento por FRA/FLA passou
a ser mais efetivo em relacdo ao tratamento por FRA a partir de 15 dias no tanque 2 e somente
apos 31 dias no tanque 4. Na Figura 34, por meio do registro de imagens dos corpos de prova,
praticamente ndo foi possivel observar nenhum material aderido nos corpos de prova tratados
por FRA/FLA, ja os corpos de prova tratados por FRA somente apresentaram coloragdo
esverdeada caracteristica de biofilmes constituidos por algas. Por meio das analises feitas por
MEYV (Figura 35) foi possivel verificar nas paredes dos tanques 1 e 3 diatoméaceas semelhantes
aquelas presentes nos fundos dos tanques e material aderido semelhante ao EPS de biofilmes
microbianos, enquanto nas paredes dos tanques 2 e 4 ndo foram observadas diatoméaceas e

pouco material aderido foi encontrado.
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Figura 33. Quantificacdo de proteinas e carboidratos nos corpos de prova expostos aos tratamentos FRA
e FRA/FLA. Os dados representam as médias e desvio padrao de 5 réplicas.
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Figura 34. Aspecto de amostras obtidas em cada tanque apds 31 dias de experimento.
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Figura 35. Andlise por MEV das amostras apresentadas na Figura 34.

Embora os tanques 1 e 3 tenham constituido réplicas do tratamento por FRA e 0s tanques
2 e 4 replicas do tratamento FRA/FLA, foram notadas algumas diferencas de desempenho entre
as replicas de tratamentos (Figura 33), que foram confirmadas pela analise post-hoc (Tukey).
Essas diferencas podem ser justificadas pela disposicdo dos tanques na estufa onde foi
desenvolvido o trabalho, onde tanques com o0 mesmo tratamento sofreram diferentes exposic¢oes
a luz (influenciando diferentemente o crescimento de algas), uma vez que este fator ndo foi

controlado no experimento. Em termos de quantificacdo de depositos, foi observada uma maior
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concentracdo de material aderido no fundo em relagéo as paredes dos tanques, o que pode ser
explicado pelo efeito do processo de sedimentagdo de particulas, incluindo restos de alimentos,
fezes e microrganismos.

De forma geral, embora ambos os tratamentos por filtros de areia sejam de simples
implementacédo e operagéo, a inclusdo de uma etapa de filtragdo por sistemas de filtros lentos
de areia pode refletir em um melhor desempenho no controle da deposi¢cdo de materiais e

formacéo de biofilmes em tanques de cultivo de peixes.
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4.5 Conclustes

A comparacao entre os dois tratamentos avaliados demonstrou que FRA/FLA teve um
melhor desempenho no controle da formacéo de biofilmes e deposi¢édo de material organico nos
tanques de cultivo, quando comparado com o tratamento constituido apenas por FRA. Foi
observado que FRA/FLA controla melhor a turbidez dos tanques do que FRA, mantendo a
turbidez abaixo de 1 UNT mesmo em casos de elevacdo da turbidez na agua bruta. O
experimento revelou uma predominancia de diatoméaceas na constitui¢do do biofilmes formado
nos tanques de cultivo. Além disso, também demonstrou que biofilmes e material organico se
concentram mais no fundo do que nas paredes dos tanques, tanto para FRA/ FLA quanto para
FRA apenas, possivelmente pela sedimentacdo de material organico suspenso. Assim, a
utilizacdo de filtros lentos de areia como parte do tratamento da agua do mar pode reduzir a
frequéncia de limpeza dos tanques reduzindo os niveis de estresse das espécies cultivadas.

Estudos futuros devem ser desenvolvidos com foco na aplicacdo de filtros lentos de
areia como tratamento para fornecer agua com qualidade para tanques de aquicultura, incluindo
testes em culturas de outras espécies e em densidades de estocagem semelhantes aquelas
utilizadas na producdo em escala comercial. Testes também devem ser realizados para verificar
o desempenho de filtros lentos de areia em sistemas de recirculacéo de agua.

Para um melhor entendimento acerca do estabelecimento de biofilmes em tanques de
aquicultura, se faz necessario, em proximos estudos, avaliar nos tratamentos testados a
influéncia de fatores como a intensidade de luz nos tanques e a pastagem do biofilmes mediante
a presenca de organismos do zooplancton, que podem passar pelo tratamento chegando aos
tanques. O sistema de tratamento composto por um filtro rapido seguido de um filtro lento de
areia ainda deve ser comparado em termos de custo e beneficio com outros sistemas tipicamente

utilizados para tratar &gua de alimentacdo de tanques de cultivo de peixes.
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