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RESUMO

A crescente demanda por dgua doce para as atividades humanas est4 colocando uma gradativa
pressio em fontes convencionais de agua. Com o aumento da preocupagdo com a
sustentabilidade do suplemento de dgua, ha um aumento no interesse de produzir agua por
fontes nao alternativas como agua do mar, agua subterranea e efluentes secundarios. Tais fontes
alternativas geralmente sdo caracterizadas pela elevada concentracdo de sais e contaminantes
que necessitam ser removidos por processo de dessalinizagao por osmose reversa. Dessa forma,
as incrustagcdes em membranas de osmose reversa sao um dos principais problemas envolvidos
no custo da aplicagdo dessa tecnologia. Para contornar esse problema a modificacdo da
superficie das membranas compositas de filme fino de poliamida (TFC-PA, sigla em inglés para
Thin film composite polyamide) tem-se mostrado uma estratégia interessante para diminuir da
incrustagdo. A aplicagdo de uma intercamada composta de nanomateriais na superficie da
membrana suporte como uma base para a polimerizagao interfacial de formagao da poliamida,
promove mudancas em suas propriedades, que podem resultar na melhoria de membranas de
dessaliniza¢ao. Estudos tém mostrado que a permeabilidade ¢ a seletividade da membrana
podem ser aumentadas com a utilizagdo uma intercamada de nanomateriais. Por outro lado, o
potencial do uso dessa abordagem para melhorar as propriedades da membrana de poliamida
no que se refere a incrustacdo e bioincrustagdo sdo pouco compreendidas. Nesta tese, foi
investigado como o uso de uma intercamada inédita de nanoparticulas de aluminio (NP-Al)
como base para o processo de polimerizagdo interfacial afeta a propensao a bioincrustagdo e a
incrustacdo organica das TFC-PA. O desempenho foi avaliado por ensaios estaticos de
deposicdo de bactéria e proteina, assim como bioincrustagdo dindmica em sistema de filtracao
por OR. Dentre as trés concentragdes de NP-Al testadas, a incorporagdo de NP-Al em baixa e
média concentragdes apresentaram redugdo na adesdo de bactéria e proteina, enquanto que na
maior concentra¢do de NP-Al, ambas as adesdes de bactéria e proteina aumentaram. Tendéncia
similar foi observada em condigdes dinamicas de filtragdo, com baixas e médias concentragdes
de NP-Al, apresentando menor declinio de fluxo e menor formagao de biofilme comparado com
o controle e com membranas com elevada concentragdo de NP-Al. A melhoria das propriedades
anti-incrustantes dessas membranas foram correlacionadas com mudangas na energia livre de
coesdo da camada de poliamida formada sobre a intercamada de NP-Al. Os resultados
demonstram que utilizando uma intercamada de NP-Al, a quimica da superficie da poliamida
pode ser alterada de maneira a reduzir a incrustagdo da membrana. Contudo, ha um limite na
quantidade de NP-Al incorporada na intercamada, resultando no aumento da incrustagdo devido
ao efeito da aglomeragdo da NP-Al na estrutura da poliamida. Os resultados dessa tese trazem
novas percepgcdes em como nanoparticulas podem ser adicionadas como base para a
polimerizacdo interfacial da poliamida com o intuito de melhorar a performance de membranas
de dessalinizagdo sem exposi¢ao de nanoparticulas na superficie.

Palavras-chave: Intercamada, nanoparticulas de aluminio, filme fino, bioincrustagdo,
incrustagdo organica, membranas de osmose reversa, propriedades da superficie,
dessalinizacao.






ABSTRACT

The growing demand for freshwater by human activities is putting an increasing pressure on
conventional water sources. As concerns arise over the sustainability of water supply, there is
an increased interest in producing clean water from alternative sources such as seawater,
wastewater, or brackish water. These alternative sources are usually characterized by higher
concentrations of salts and contaminants, which result in the need to use desalination processes
by reverse osmosis. Fouling in reverse osmosis membranes is one of the main problems
involved in the cost of applying this technology. Modification of the surface of thin film
polyamide composite membranes (TFC-PA) has been shown to be an interesting strategy for
reducing fouling. Applying an interlayer of nanomaterial to the support layer as a template to
the interfacial polymerization results in a change in the polyamide properties that can be
leveraged to improve the performance of desalination membranes. While studies have shown
that permeability and selectivity can be increased using an interlayer of nanomaterials, the
potential of using this approach to improve the polyamide properties relevant for fouling and
biofouling control is less understood. In this dissertation, we investigated how using a novel
interlayer of aluminum nanoparticles (AI-NP) to template the interfacial polymerization process
affects the biofouling and organic fouling propensity of thin film composite membranes.
Performance was measured by static bacteria and protein deposition assays as well as dynamic
reverse osmosis biofouling experiments. Among the three AI-NP concentrations tested, the low
and medium Al-NP loadings were found to reduce bacteria and protein adhesion while, at a
high AI-NP loading, both bacteria and protein adhesion increased. A similar trend was observed
in dynamic fouling conditions, with the low and medium Al-NP loadings experiencing less flux
decline and lower biofilm volume on the membrane compared to the control or high AI-NP
membrane. The superior antifouling properties of these membranes were correlated with the
change in the free energy of cohesion of the polyamide layer formed on the Al-NP interlayer.
Our results demonstrate that using an interlayer of Al-NP can alter the polyamide surface
chemistry in a way that reduces membrane fouling; however, there is a threshold loading of Al-
NP beyond which fouling propensity increases due to the effect of AlI-NP agglomeration on the
polyamide structure. The results shown in this dissertation provide useful insights into how
nanoparticles can be added to the interlayer during interfacial polymerization to improve the
performance of desalination membranes without exposing nanoparticles onto the surface.

Keywords: Interlayer, alumina nanoparticles, thin film, biofouling, organic fouling, reverse
osmosis membranes, surface properties, desalination.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda de agua doce para atividades humanas, as quais incluem o
consumo direto, a pecuaria, a irrigagdao, ¢ as atividades industriais, estdo colocando uma
gradativa pressao em fontes convencionais de agua (SHANNON et al., 2008; WARSINGER et
al., 2018).

O Brasil, apesar de possuir a maior disponibilidade de dgua doce do mundo (12%),
também vem sofrendo com escassez hidricas em certas regides em razao da disponibilidade
hidrica ndo ser homogénea espacial e temporalmente no territorio. O crescimento das demandas
hidricas no pais, sobretudo do agronegdcio e da crescente populagdo, contribui para aumento
do estresse hidrico (ANA, 2019). A alta vulnerabilidade decorrente de um balango hidrico
desfavoravel, associada a baixos investimentos em infraestrutura hidrica, principalmente dos
sistemas de producdo de agua, e com periodos de precipitagdes abaixo da média, estdo
conduzindo a periodos escassez hidrica cada vez mais frequentes, como verificado em diversas
regides do pais nos ultimos anos, inclusive no estado de Santa Catarina.

A medida que as preocupagdes sobre a sustentabilidade do suprimento de agua crescem,
ha um aumento no interesse de produzir 4gua potavel de fontes alternativas como dgua do mar,
agua salobra (subterranea e superficial) e efluentes domésticos. Essas fontes alternativas
geralmente sdo caracterizadas pela elevada concentragdo de sais, as quais resultam na
necessidade do uso de processos de dessalinizagdo para torné-las proprias para o uso.

Atualmente, a tecnologia mais utilizada para dessalinizagdo ¢ a osmose reversa (ou
osmose inversa) devido a elevada eficiéncia energética e desempenho bem estabelecido em
comparagdo com métodos termais (GOH et al., 2019; WANG et al., 2018b). Apesar de no
momento atual a osmose reversa dominar o mercado de dessalinizacdo em diversas aplicagdes
(QASIM et al., 2019), ainda € um processo de elevado custo de implantagdo e operagdo. Assim,
o desenvolvimento de novas técnicas de fabricagdo que possam diminuir os custos das
operagdes da osmose reversa podem tornar a dessalinizagdo mais acessivel para uma escala de

aplicagoes mais ampla (WENTEN; KHOIRUDDIN, 2016).

Dentre os fatores que contribuem para elevar o custo operacional da osmose reversa,
destaca-se a bioincrustacdo (FLEMMING, 2020), que consiste na adesdo e proliferagdo de
microrganismos na superficie da membrana, onde se desenvolvem como uma comunidade
heterogénea em uma matriz feita de substancias poliméricas extracelulares (EPS) (GOH et al.,

2019; YU et al., 2018). A bioincrustagdo acarreta na queda de pressao através da membrana,
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resultando na necessidade de aumentar a pressao aplicada de modo a manter um constante fluxo
de permeado (YU et al., 2018), e também afeta a qualidade do permeado por meio do acimulo
de ions na superficie da membrana, que ¢ conhecido com polarizagao de concentragao por
aumento de biofilme (HERZBERG; ELIMELECH, 2007; LI et al., 2016a). Além das
complicagdes com a estrutura e eficiéncia da membrana, outros aspectos operacionais como a
necessidade de pré-tratamento especifico, o excesso de quimicos utilizados de forma preventiva
e o tempo de inatividade durante as limpezas, contribuem para o elevado custo do processo
(FLEMMING, 2020; ZHAO et al., 2020). Esfor¢os significativos tém sido feitos para reduzir a
bioincrustagao em sistemas de osmose reversa, como a melhoria do pré-tratamento (ANIS;
HASHAIKEH; HILAL, 2019), otimizacao de condigdes operacionais (SAEKI et al., 2016) e
modificac¢do das propriedades da superficie das membranas (GOH et al., 2019).

Os métodos de modificagdo de superficie sdo principalmente baseados na incorporacao
de materiais hidrofilicos na matriz polimérica da poliamida (BAEK et al., 2017; WANG et al.,
2018a) ou no recobrimento de nanomateriais biocidas na superficie da membrana
(PERREAULT; TOUSLEY; ELIMELECH, 2013). Apenas recentemente o uso de uma
intercamada como base para modificacdo da formagdo de poliamida vem ganhado destaque
devido ao promissores resultados de permeabilidade e rejei¢do de sais, e por diminuir a
exposicao de nanoparticulas na superficie da membrana, as quais podem ser lixiviadas
(SHARABATT et al., 2019). Algumas estratégias anteriormente testadas para controlar a
formagdo do filme fino de poliamida incluem o uso de nanotubos de carbono (AL AANTI et al.,
2018; WANG et al., 2018b; WU et al., 2016), nanoparticulas de prata (YANG et al., 2019) e
nanocristais de celulose (WANG et al., 2017). Apesar dessas estratégias reportarem mudancas
no filme fino de poliamida pela intercamada associadas a propensao a bioincrustagdo como a
hidrofilicidade (AL AANI et al., 2018), a morfologia (LIANG et al., 2020; WANG et al.,
2018b) e a rugosidade (ZHU et al., 2016b), pouco se sabe sobre como a presenca de uma

intercamada pode afetar na propensao a incrustagao das membranas.

De maneira a preencher a lacuna a concernente a estudos que investiguem a potencial
dessa configuracdo de membrana para o controle da incrustacgdo, este estudo foi desenvolvido
visando investigar o efeito de uma intercamada de nanoparticulas de aluminio (NP-Al) entre o
suporte de polissulfona e o filme fino de poliamida nas propriedades relacionadas a incrustagao

da superficie da membrana de osmose reversa. A NP-Al foi selecionada para a formacao da
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intercamada devido a sua hidrofilicidade, a qual ¢ desejada para uma intercamada, e devido ao
baixo custo do sal precursor para sua formacao in situ.

Ainda, apesar de recobrimentos de superficie de membranas estarem sendo utilizados
como estratégia para incorporar propriedades nas membranas de osmose reversa ¢ melhorar
suas propriedades anti-incrustantes, os recobrimentos podem ser lixiviados ou degradar com o
tempo. Ja a estratégia de modificagdo da membrana utilizando uma intercamada modifica as
propriedades da superficie sem estar exposta na superficie, podendo resultar na resisténcia da
incrustagdo por periodos mais longos e minimizar os impactos da incrustacdo em membranas
de dessalinizagao.

Os resultados obtidos poderao contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias
de controle de incrustagdo em membranas de osmose reversa tornando o processo mais viavel
e aumentando a possibilidade de utilizagdo de fontes alternativas de 4gua para o uso e para a
diminuicdo do estresse hidrico de aguas superficiais.

Observando este cendrio, estudos do grupo de pesquisa do Laboratério de Toxicologia
Ambiental (LABTOX) vém sendo realizados sobre o desenvolvimento de membranas de
nanofiltragdo e osmose reversa objetivando a reducdo do potencial toxico da lixiviagdo dos
nanomateriais utilizados na modificagdo das membranas (COSTA PUERARI et al., 2020;
GONCALVES, 2018; OLIVEIRA, 2016). O projeto contou com a colaboracao da School of
Sustainable Engineering and the Built Environment da Arizona State University, onde foi
realizado o Doutorado Sanduiche (PROJ-CAPESPRINT 1035958P) sob a orientagdo do Prof.
Dr. Francois Perreault que desenvolve estudos relacionados a melhoria da resisténcia a

bioincrusta¢des de membranas de filtragao.

1.1 HIPOTESES

— Primeira hipotese: A incorporagdo de uma intercamada hidrofilica de nanoparticulas de aluminio
provoca modificacdes no processo de formagdo da poliamida devido a melhor distribuigdo e
retengdo de m-fenilenodiamina (MPD), um dos monoémeros formadores da poliamida;

— Segunda hipotese: O filme fino de poliamida formado sobre a intercamada de nanoparticulas de
aluminio possui menor adesdo dos incrustantes testados (bactéria Pseudomona aeruginosa e
proteina albumina de soro bovino - BSA), devido ao aumento da hidrofilicidade da superficie,

formando uma barreira de agua entre a superficie da membrana e os incrustantes;
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito da intercamada de NP-Al na formagdo da camada de filme fino de
poliamida e o seu potencial de prevenir a bioincrustagdo e incrustagdo organica em membranas

de osmose reversa.

1.2.2 Objetivos Especificos

- Preparar as membranas de osmose reversa controle e modificadas com intercamada
de NP-Al em trés concentragdes diferentes;

- Avaliar as possiveis mudangas quimicas e morfologicas das membranas modificadas
com NP-Al usando distintas técnicas de caracterizagao;

- Avaliar a eficiéncia das membranas quanto as propriedades de transporte como
permeabilidade e rejeicdo de NaCl em sistema de filtracdo direta;

- Analisar as propriedades adesivas estaticas e dinamicas da bactéria Pseudomonas

aeruginosa (P. aeruginosa) e albumina de soro bovino (BSA).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CRISE HIDRICA NO BRASIL

Prover o acesso a agua potavel ¢ um dos maiores desafios de satide publica e ambiental
enfrentados pela humanidade no século 21. Apesar do elevado volume de 4gua do nosso planeta
de 1,389 bilhdo de km?, o que corresponde a 218 bilhdes de litros por pessoa, a 4gua nao esta
disponivel para toda a populacao. Ainda, estima-se que em 2050 a populagdo aumentara de 7,7
bilhdes para 9,4-10,2 bilhdes de pessoas e que 57% da populacdo estard vivendo em éreas de
escassez hidrica pelo menos um més por ano de uma, ou seja, mais de 5 bilhdes de pessoas
estardo sofrendo as consequéncias da falta de 4gua (UNESCO, 2018).

Diversos motivos estdo relacionados com a demanda crescente por agua e a
preocupagdo crescente com a crise hidrica. De toda a dgua do planeta apenas 0,006% ¢ de facil
retirada para uso, como rios e lagos. O Brasil ¢ um dos paises que possuem a maior
disponibilidade de 4gua doce do mundo, entretanto os recursos hidricos ndo estdo bem
distribuidos no territério. Cerca de 80% da quantidade de 4gua concentrada na regido Norte, no
qual vivem 5% da populagdo, e em regides litoraneas dispdem de menos de 3% de agua doce e
a concentram 45% da populagdo, acarretando pressdo sobre os sistemas produtores de agua para
o abastecimento da populagdo concentrada em grandes centros (ANA, 2019).

A demanda/disponibilidade de 4gua no Brasil ndo € s6 preocupante na regido semidrida
nordestina, os estados de Minas Gerais, Goias € Rio Grande do Sul, e as cidades de Sdo Paulo,
Rio de Janeiro e Belo Horizonte demandam agua pelo uso na irrigagdo e para abastecimento
dos grandes centros (ANA, 2019). Nos tltimos anos, o estado de Santa Catarina também tem
sofrido com a crise hidrica decorrente de longos e frequentes periodos de estiagem. A
precipitagdo abaixo da média tem fragilizado os sistemas de abastecimento com a diminui¢do
os niveis dos reservatorios, principalmente nos municipios de Florianopolis e Criciima.

Ainda, dados da evolugdo da vazao retirada de d4gua no Brasil, mostram um aumento
de aproximadamente 300% de 1970 até¢ 2019 e com proje¢des de chegar a 400% em 2030
(ANA, 2019). O aumento progressivo das demandas hidricas para suprimento a diversos usos
da agua, principalmente devido ao crescimento populacional, ao aumento de consumo médio
por habitante e o elevado consumo de agua para irrigagao (49,8%), juntamente com as grandes
aglomeragdes urbanas, o uso e a ocupagdo do solo desordenados, a deficiéncia em
investimentos em infraestrutura hidrica, incluindo manutenc¢do e operagdo, e o langamento de

esgoto doméstico e efluentes sem tratamento adequado, associados a periodos de escassez de
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chuvas, resultam em crises hidricas como as que afetaram o Brasil sobretudo entre os anos de
2012 ¢ 2017 (ANA, 2019).

Diversas regides que enfrentam a crise hidrica podem encontrar solugdes em planos
de gestdo, como a gestdo dos recursos hidricos, incentivos a diminui¢ao do consumo e ao reuso,
realizar manutenc¢do de redes de abastecimento, armazenamento de 4gua de chuva e tratamento
de efluentes. Todavia, em regides onde a disponibilidade de dgua ¢ muito baixa, a produgdo de

agua de fontes alternativas de agua pode ser a inica opgao.

2.2 DESSALINIZACAO DE FONTES ALTERNATIVAS DE AGUA

O uso de fontes alternativas de 4gua tem aumentado em diversos paises, se tornando pauta
de relatorios das Agdes Unidas (UNITED NATIONS, 2020) . Estas fontes ndo-tradicionais incluem
agua do mar, esgoto doméstico e dgua salobra subterranea e, geralmente estdo disponiveis ou até
abundantes em regides com falta de fontes tradicionais de agua doce. Paises como Qatar, Israel e
Emirados Arabes Unidos sdo exemplos de regides com baixa disponibilidade de agua doce, e
onde a producdo de 4dgua ¢ feita por sistemas de dessaliniza¢do de 4gua do mar.

A dessalinizag@o ¢ um processo fisico-quimico de remogdo de sais da 4gua, tornando-
a propria para consumo e para diversos usos industriais. Ao longo dos anos, a tecnologia de
dessalinizacdo vem sendo aprimorada e reconhecida como uma contribuicao essencial para
reduzir o estresse hidrico de diversas regides, por meio da producdo de dgua doce a partir de
agua do mar, agua subterranea salobra, 4gua de drenagem e polimento de 4guas residuais (GOH
et al., 2016).

Atualmente, a tecnologia mais utilizada para dessalinizacdo € a osmose reversa devido
a elevada eficiéncia energética e desempenho bem estabelecido em comparacao com métodos
termais (GOH et al., 2019; WANG et al., 2018b). Apesar de no momento atual a osmose reversa
dominar o mercado de dessalinizagdo em diversas aplicagdes (QASIM et al., 2019), ainda é um
processo de elevado custo de implantacao e operagdo. A baixa qualidade de fonte alternativas
devido a elevada quantidade de impurezas, sistemas de dessalinizagdo por osmose reversa sao
mais susceptiveis a incrustagdo em comparagao com as tradicionais fontes de agua doce, como
rios, lagos e aquiferos, os quais possuem niveis mais baixos de solidos totais dissolvidos,
bactérias e matéria organica. Ainda, a presenca de ions de calcio, um constituinte inorganico
muito comum nessas fontes alternativas, pode facilitar o desenvolvimento de biofilmes (LEE;

ELIMELECH, 2006).
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Dependendo da concentragdo de sais, as aguas podem ser classificadas como agua
doce (salinidade menor que 0,5%o), dgua salobra (salinidade de 0,5 a 30%o) ¢ 4agua salina
(salinidade acima de 30%o0) (CONAMA, 2005). Um sistema de osmose reversa para
dessalinizacao de agua salobra ¢ bem mais simples e barato que um processo de dessalinizagao
da dgua do mar devido a aplicagdo de menor pressdo para superar a pressdo osmotica, o que
reflete no menor custo energético. Aguas salobras sdo encontradas em ambientes diversos como
dgua subterrdnea, alguns rios, lagos e estudrios. Aguas subterrineas podem ser salobras
dependendo das rochas e solos que liberam ions para a 4dgua. Rio e lagos podem adquirir
salinidade pela agdo humana como langamento de efluentes doméstico e industrial, d4guas de
drenagem de sistemas de irrigacdo e escoamento superficial de areas agricolas, principalmente
em regides aridas e semidridas, onde a evapotranspiracdo excessiva causa o acumulo de sais
(ANA, 2019).

A necessidade do uso de fontes alternativas ndo ¢ exclusiva de paises com extrema
escassez hidrica. O Brasil, detentor da maior disponibilidade de 4gua doce do mundo, faz uso
de fontes alternativas para abastecimento, como no semiarido nordestino, onde os baixos
indices de precipitacdo, a irregularidade do seu regime, temperaturas elevadas durante todo o
ano, a baixa capacidade de armazenamento de 4gua no solo, entre outros fatores, contribui para
os reduzidos valores de disponibilidade hidrica. Para atender essa demanda, em 2003 foi criado
Programa Agua Doce do Governo Federal visa estabelecer uma politica publica permanente de
acesso a agua de qualidade para o consumo humano, produzindo dgua doce a partir de pogos
de agua salobra pelo processo de dessalinizagdo por osmose reversa para atender pequenas
comunidades que ndo tem acesso a agua. Até o presente momento, 540 sistemas foram
instalados atendendo 216.000 pessoas e a meta ¢ a instalagcao de 1.200 sistemas com um total
de 480 mil pessoas atendidas (BRASIL, 2012).

Outro exemplo € o projeto de constru¢do da maior usina de dessaliniza¢do do Brasil
na regido metropolitana de Fortaleza. Esse projeto da Companhia de Agua e Esgoto do Cearé
(CAGECE) em regime de Parceria Publico-Privada tem como objetivo produzir 4gua doce pela
dessalinizacdo por osmose reversa da 4gua do mar e diversificar a matriz hidrica para diminuir
a dependéncia das chuvas para o abastecimento da capital (CAGECE, 2020).

Vale também considerar que setores industriais e agropecuarios ha um bom tempo tem
produzido dgua por fonte ndo alternativas como agua subterraneas e o reuso de agua de irrigacdo e

efluentes, utilizando sistemas de OR.
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2.3 MEMBRANAS DE FILTRACAO
2.3.1 Conceito e historico

A osmose ¢ um processo caracterizado pelo equilibrio espontaneo de duas solugdes
salinas pelo transporte de solvente da solugdo com menor pressdo osmotica (menos
concentrada) para uma solu¢do com maior pressao osmotica (mais concentrada) através de uma
membrana semipermedvel, afim de atingirem a mesma concentragdo no equilibrio quimico
(SATYANARAYANA, 2017). Em uma membrana de osmose reversa ¢ necessaria a aplicagao
de uma pressao contraria que exceda a pressdo osmotica para que ocorra a passagem do solvente
para a solugdo menos concentrada (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

Membranas de filtragdo podem ser definidas como barreiras semipermeaveis que
permitem a passagem de certos componentes e restringe parcial ou totalmente o transporte de
outros. Membranas de filtracdo de osmose reversa, por exemplo, t€ém elevada eficiéncia na
retengdo de sais divalentes e monovalentes enquanto permite a passagem da agua
(CHAUDHURI; JOGDAND, 2017).

O processo de separagdo por membranas ¢ estudado ha centenas de anos. Porém,
apenas em 1930 alguns processos de separagdo por membranas passar a serem utilizados em
pequena escala. Entretanto, devido as elevadas espessuras das membranas disponiveis os fluxos
de permeado eram baixos ndo sendo aplicaveis em escala industrial. O desenvolvimento de
pesquisas nesta area teve inicio apenas no final da década de 1950 quando os Estados Unidos
passaram a investir em projetos de pesquisa voltados para a dessalinizagdo de aguas (HABERT;
BORGES; NOBREGA, 2006). Este projeto resultou em duas descobertas importantes: 1) Reid
e Breton foram capazes de demonstrar que filmes de acetato de celulose poderiam remover sais
da agua (REID; BRETON, 1959) e 2) Loeb e Sourirajan deram continuidade aos estudos e
criaram a primeira membrana de acetato de celulose de estrutura transversal assimétrica com
alta rejei¢do de sais e fluxo elevado (LOEB; SOURIRAJAN, 1963).

A partir de 1960 significativos avangos foram obtidos mudando o status da tecnologia
de membranas. Baseados na técnica original Loeb—Sourirajan, a tecnologia de preparacao de
membranas foi se aprimorando e tornando mais competitiva em relagdo aos processos de
separacdo tradicionais pela melhoria da seletividade e aumento do fluxo de permeado

(GLATER, 1999). Atualmente, as membranas vém ganhando um importante espaco em
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diversos setores como industrias quimicas, alimenticias, produgdo de 4gua potavel, tratamento

de 4gua para fins industriais e tratamento e polimento de efluentes.

2.3.2  Processo de separaciao por membranas

O processo de separagao por membranas pode ser entendido como uma filtragao onde
se utiliza uma membrana como uma barreira que controla a permeacgdo de espécies quimicas.
Dois modelos podem descrever o mecanismo de permeacdo das moléculas na membrana, os
quais estdo ilustrados na Figura 1. Um deles ¢ o escoamento pelo poro (Figura 1a), no qual a
alimentagdo ¢ transportada entre poros pequenos formando um fluxo convectivo conduzidos
por pressao, e assim, alguns componentes da solu¢do ficam retidos em razdo de suas dimensdes
possuirem tamanho maior que o tamanho dos poros da membrana. O outro modelo ¢ do
transporte difusivo (Figura 1b), no qual ocorrem as etapas de sorcdo e difusdo através do
material que constitui a membrana. Este transporte ocorre devido as diferengas de solubilidade
e mobilidade dos compostos no material da membrana (BAKER, 2004).

Figura 1. Desenho ilustrativo dos mecanismos de permeagao das moléculas através das membranas. (a)

Passagem pelo poro e (b) difusdo pela membrana.
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Fonte: Adaptado de Baker (2004).

Os processos de separacdo por membranas podem ser divididos de acordo com a
capacidade de rejeigdo de compostos de acordo com sua porosidade. A microfiltragao utiliza
membranas que possuem poros maiores que 50 nm, a ultrafiltracdo usa membranas com poros
entre 2 e 50 nm, tendo como mecanismo de separacdo a exclusdo por tamanho. Ja nas
membranas de nanofiltragdo e osmose reversa a passagem pela membrana ocorre por difusdo,
sendo que membranas de nanofiltracdo sdo porosas (<2 nm) e de osmose reversa sao densas
(METCALF; EDDY, 2003). Em fun¢do das capacidades de separacdo as membranas sao
aplicadas para diferentes funcionalidades. Na drea de tratamento de agua e efluentes, as

membranas microfiltragdo e ultrafiltracdo sdo aplicadas para tratamento de esgoto doméstico,
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enquanto que as membranas de nanofiltragcdo e osmose reversa tém sido utilizadas como
polimento para remogdo de micropoluentes (RAKHSHAN; PAKIZEH, 2015) e na
dessalinizacdo (AANI et al., 2018). Na Figura 2 estdo apresentados exemplos de compostos
removidos por cada processo de separacdo por membranas. A eficiéncia de uma membrana ¢
medida pela seletividade, que determina a capacidade de rejei¢do de uma espécie foco, e pela
permeabilidade, que representa a vazao (volumétrica, massica ou molar) de permeado por

unidade de area da membrana e pressao aplicada.

Figura 2. Caracteristicas de retengao e pressdo aplicada de cada processo de separagdo por membranas.
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Fonte: Adaptado de Judd e Jefferson (2003) e Habert, Borges e Nobrega (2006).

Os sistemas de filtragdo podem ser concebidos em duas configuracdes distintas e que
podem influenciar na formacdo da incrustacdo, a filtracdo direta (dead-end) e a filtracao
tangencial (cross-flow). No modo filtragdo direta, uma corrente de alimentagdo entra no médulo
de membrana e flui verticalmente pela superficie da membrana e h4 apenas uma corrente de
saida. J4 no modo tangencial a corrente de alimentacdo entra tangencialmente a superficie da
membrana e gera duas correntes de saida do sistema, o concentrado, que consiste na corrente
de agua com os sais rejeitados pela membrana (brine), e outra ¢ a corrente de permeado (CUI;

MURALIDHARA, 2010).
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Os modulos comerciais podem ser compostos de membranas planas, tubulares, de fibra
oca e em espiral. As membranas em espiral sdo as mais utilizadas para aplicacdo de OR, nas
quais a corrente de alimentagao ¢ tangencial e hé dois canais de saida, um do permeado e outro

do concentrado.

233 Estrutura de membranas de osmose reversa

As membranas de osmose reversa mais utilizadas para dessalinizacdo sdo as
membranas compdsitas de filme fino de poliamida (TFC-PA) (LAI et al., 2018). Membranas
compositas sdo compostas de materiais poliméricos diferentes, geralmente um suporte poroso
com estrutura longitudinal assimétrica de espessura entre 50-150 um feito de polissulfona, e
uma camada densa e ultrafina (< 1 pm) de poliamida (MISDAN; ISMAIL; HILAL, 2016). A
TFC-PA combina alta seletividade de uma membrana densa e a alta permeabilidade de uma
camada fina (BAKER, 2004; MULDER, 1997).

A estrutura da polissulfona (Figura 3) contém grupos sulfona fixando anéis fenoxidos
na cadeia. Os anéis fenoxidos ligados ao grupo sulfonico fornecem rigidez a cadeia polimérica,
enquanto que os dtomos de oxigénio entre os anéis fenoxidos (ligagdo éter) proporcionam
flexibilidade e resisténcia, além de fornecerem estabilidade a oxidag@o. Ainda, apresentam
elevada estabilidade térmica e hidrolitica e boa resisténcia a acidos, bases, solugdes salinas,
Oleos e graxas (COTTER, 1995).

O suporte de polissulfona ¢ formado pelo processo de inversdo de fases via
precipitacdo por imersdo. Este método consiste na imersdo de uma solucdo polimérica
(polimero + solvente) em um banho de coagulacdo de ndo-solvente (geralmente agua). Devido
a miscibilidade entre solvente e ndo-solvente, o solvente passa da solucdo polimérica para a
agua rapidamente, promovendo a separacdo de fases entre solvente e polimero e formando uma
estrutura porosa assimétrica. O método de inversdo de fases possui algumas vantagens na
producao de membranas como permitir a otimizacdo do tamanho dos poros, a distribuicao
uniforme dos poros pela superficie, uma se¢ado transversal assimétrica (para reduzir a resisténcia
do fluxo nos poros) e uma superficie lisa (para possibilitar a aplicagdo de camadas finas)

(PAUL; JONS, 2016).
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Figura 3. Estrutura quimica da unidade repetitiva da polissulfona.
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polimerizacao interfacial, no qual um mondémero com grupo funcional amina, m-
fenilenodiamina (MPD), em solucdo aquosa entra em contato com o suporte de polissulfona, a
qual é impregnada na superficie e poros, para posterior reacdo com tricloreto de 1,3,5-
benzenotricarbonila (TMC) em solvente organico, conforme Figura 4. Em virtude do TMC nao
ser soluvel em agua, os mondmeros de diamina difundem-se na interface agua/solvente
organico e¢ reagem com TMC para formar o filme de poliamida (WERBER; OSUJI;
ELIMELECH, 2016). A poliamida ¢ formada na interface 4gua/solvente organico no menisco
da solucdo aquosa de diamina dentro dos poros e na superficie da polissulfona, o qual tem

influéncia da estrutura quimica e fisica da poliamida (JIANG et al., 2019).

Figura 4. Processo de polimerizacao interfacial pela reagdo entre MPD ¢ TMC sobre um suporte

poroso para a formagdo da poliamida.
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Fonte: Adaptado de Ma et al. (2018).

A reacdo de polimerizac¢ao de poliamida pode formar estruturas cruzadas e lineares. A
proporgao entre estruturas cruzadas e lineares determinam o grau de reticulagdo da PA. Quando

maior a reticulagao, maior ¢ o nimero de ligagdes cruzadas e menor ¢ a mobilidade da cadeia,
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podendo aumentar a rejeicao de sais e diminuir a o fluxo de permeado (GHOSH et al., 2008).
O grau de reticulagdo geralmente pode ser determinado pela razao entre N-C=0, proveniente
da reagao do cloreto de acila do TMC com MPD, e o grupo O-C=0 da hidrolise de grupos
cloreto de acila que ndo reagiram com MPD, obtidos pela quantificacao dos grupos funcionais
por espectroscopia de fotoelétrons de raio-X. Assim, quanto maior a razdo N-C=0/0O-C=0 mais
reticulada ¢ a estrutura da PA.

Diferentes concentragdes dos mondmeros, tipo de solvente, tempo de reacao, aditivos
e processo posterior tratamento térmico afetam a estrutura morfoldgica e no grau de reticulacao
da poliamida (LALIA et al., 2013). Ainda, as propriedades do suporte como a porosidade e
rugosidade, podem influenciar na polimerizagdo interfacial (PAUL; JONS, 2016).

Apesar do filme fino de poliamida possuir boa tolerancia ao pH, elevada estabilidade
térmica e propriedade mecanica (LALIA et al., 2013), possui a desvantagem de ser suscetivel
a degradacdo pelo cloro em fungao das ligagdes amidas (BAKER, 2004). Além disso, devido a
sua elevada rugosidade, hidrofilicidade e abundancia de grupos funcionais de carboxila, a
camada ativa de poliamida possui elevada propensao a incrustagdo (CONTRERAS et al., 2011;
MADDAH; CHOGLE, 2017; MO et al., 2012).

2.4 INCRUSTACAO EM MEMBRANAS
A incrustacdo consiste na deposicdo de compostos retidos pela membrana em sua
superficie e poros. Esta ¢ causada pela interacdo entre a superficie da membrana e os compostos
causadores da incrustacdo que incluem substancias inorganicas, organicas e biologicas em
diversas formas. Além de aderir a superficie da membrana, esses compostos podem degradar
quimicamente o material da membrana (RANA; MATSUURA, 2010). Segundo Habert, Borges
e Nobrega (2006) os principais fendmenos que contribuem para a incrustagao sao:
e Adsorcdo das moléculas de soluto na membrana: pode ocorrer na superficie ou/e no
interior de seus poros devido a interagdes fisico-quimicas com o material da membrana;
o  Entupimento de poros por moléculas ou particulas em suspensdo: consiste no bloqueio
dos poros por agdo mecanica, que pode ocorrer tanto na superficie como no interior da
membrana.
e Deposito de material em suspensdo sobre a superficie da membrana: a chamada torta.
No caso de solugdes de macromoléculas, pode ocorrer a gelificagdo da solu¢do e em
solutos de baixa massa molar, podem atingir o limite de solubilidade de precipitar na

superficie da membrana, ambos os casos quando em concentragdes elevadas de soluto.
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No caso do processo de filtracdo direta, a resisténcia aumenta de acordo com a
espessura da torta formada na membrana. O modo de filtragdo direta ¢ aplicado quando a
alimentacdo ¢ relativamente clarificada, como ¢ caso de pesquisas laboratoriais que tem
objetivo de avaliar a remog¢ao de uma espécie especifica. Para o processo tangencial, a
deposicao ¢ menor, pois as forcas adesivas que ligam a torta 8 membrana sao equilibradas por
forcas de limpeza do fluido que passa sobre a membrana diminuindo a altura das tortas e assim
mantendo o fluxo. Os diagramas esquematicos dos modos direto e tangencial e seus efeitos no

fluxo de permeado e na altura e resisténcia da torta, sio mostrados na Figura 5.

Figura 5. Diagramas esquematicos dos modos de filtragdo direta e tangencial e seus efeitos no fluxo do
permeado (J) e na altura da torta (Rt- resisténcia da torta; Rm — resisténcia da membrana).

Filtracio direta Filtracio Tangencial
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Fonte: Adaptado de Cui e Muralidhara (2010).

A incrustagdo pode ser classificada em incrustacdo organica, coloidal, inorganica e
bioldgica (bioincrustacio) (MOHAMMAD et al., 2015). Estes tipos de incrustagdes podem
ocorrer de maneira simultdnea e podem ser minimizados com limpeza periddica e uso de
quimicos como hipoclorito de sddio. Entretanto, os produtos quimicos podem degradar a
membrana e diminuir seu tempo de vida (RANA; MATSUURA, 2010).

Embora os desempenhos dos processos com membrana tenham sido melhores ou pelo

menos competitivos aos processos convencionais, a incrustacdo de membranas ainda ¢ um
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grande obstaculo para aplicagdes. A incrustacdo limita a competitividade da operagdo da
membrana em fun¢do do declinio do fluxo (queda na produtividade), o aumento dos custos
devido a crescente demanda de energia, manutengao, produtos quimicos e frequéncia para
limpeza, degradagao e reposi¢ao dos elementos de membrana. A fim de fazer um controle eficaz
da incrustacdo, devem ser conhecidos os fatores que contribuem para o fendmeno, o mecanismo
e o tipo de incrustagdo (MOHAMMAD et al., 2015). Assim, a melhoria da propriedade anti-
incrustante tem sido objeto de muitos estudos académicos e esforcos de pesquisa e

desenvolvimento industrial (YIN; DENG, 2015).

2.4.1 Bioincrustacao

Um dos maiores fatores que contribuem para o elevado custo operacional da osmose
reversa ¢ a bioincrustacdo (FLEMMING, 2020). A bioincrustacdo consiste na adesdo e
proliferagdo de microrganismos na superficie da membrana, onde se desenvolvem como uma
comunidade heterogénea em uma matriz feita de substancias poliméricas extracelulares (EPS)
(GOH et al., 2019; YU et al., 2018). A bioincrustacdo aumenta a queda de pressdo através da
membrana, resultando na necessidade de aumentar a pressao aplicada de modo a manter um
constante fluxo de permeado (YU et al., 2018). A bioincrustagdo também afeta a qualidade do
permeado por meio do acimulo de ions na superficie da membrana, conhecido com polarizagao
de concentragao por aumento de biofilme (HERZBERG; ELIMELECH, 2007; LI et al., 2016a).

Além das complicagdes com a estrutura e eficiéncia da membrana, outros aspectos
operacionais como a necessidade de pré-tratamento especifico, o excesso de quimicos utilizados
de forma preventiva e o tempo de inatividade durante as limpezas, contribuem para o elevado
custo do processo (FLEMMING, 2020; ZHAO et al., 2020).

A formagdo do biofilme contempla diferentes etapas, a qual inclui a (i) adesdo de
bactéria; (ii) excrecdo de substancias poliméricas extracelulares (EPS); (iii) matura¢do do
biofilme ; e (iv) proliferagdo (Figura 6) (GOH et al., 2019). A formagado do biofilme se inicia
quando uma bactéria se adere na superficie da membrana. Ao se replicarem, as bactérias liberam
EPS que sdo polissacarideos e proteinas que formam a estrutura do biofilme e compreendem
entre 50-90% do volume do biofilme, sendo o principal responsavel pelo declinio do fluxo de

permeado (FLEMMING, 2020; KOCHKODAN; HILAL, 2015).
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Figura 6. Etapas de formacdo do biofilme.

Ciclo se repete

1) Adesac de bactérias 2) Excregao de EPS 3) Maturagao 4) Proliferagao

Fonte: Adaptado de Goh et al. (2019).

As células bacterianas na membrana agem como uma camada diferenciada de
bioincrustacao, impedindo a retrodifusdao de sais da superficie da membrana e elevando a
pressdo osmotica proximo a superficie. Por outro lado, as EPS aumentam a resisténcia
hidraulica do biofilme para a passagem de fluxo de permeado. O aumento tanto da pressao
osmotica transmembrana, quanto da resisténcia hidraulica do biofilme sdo responsaveis pelo
decaimento do fluxo de permeado (HERZBERG; ELIMELECH, 2008)

Os principais fatores relacionados com a formac¢ao do biofilme sdo: as caracteristicas
dos microrganismos, o tipo da membrana, o pré-tratamento e o conteido do afluente, a
temperatura ¢ o fluxo da membrana (SANCHEZ, 2018). Biofilmes sio compostos por
complexas comunidades microbioldgicas (SANCHEZ, 2018), porém, em termos de pesquisa,
a formacdao de biofilme em uma membrana ¢ avaliada utilizando uma bactéria modelo,
geralmente utiliza-se a espécie Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa).

P. aeruginosa ¢ um bacilo aerdbio gram-negativo pertencente a familia
Pseudomonadaceae, membro da classe Gammaproteobacteria. Devido a sua habilidade de
sobrevivéncia a quantidades minimas de nutrientes e a tolerancia a diversas condi¢des fisicas,
a P. aeruginosa ¢ um organismo encontrado em ambientes diversos, tanto em ambientes
naturais como agua do mar, dguas superficiais, subterranea e solos (DE GIGLIO et al., 2016;
NONAKA et al., 2010), como a ambientes hospitalares, sendo responsavel por 10-20% de

infeccodes hospitalares (FAZZELI et al., 2012). Em todos esses ambientes, a P. aeruginosa se
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multiplica em populagdes envoltas por uma matriz de EPS, sendo classificada como uma
bactéria formadora de biofilme (SKARIYACHAN et al., 2018).

Enquanto que um numero de géneros de bactérias, incluindo Pseudomonas,
Staphylococcus, and Bacillus, sao capazes de liberar EPS e formar biofilmes, diversos outros
microrganismos que ndo liberam EPS podem povoar o biofilme apos estar bem estabelecido.
Assim, biofilmes podem apresentar uma diversa comunidade bacteriana ao longo da sua
maturacao, podendo levar a complexas interagdes entre microrganismos, como transferéncia
horizontal de genes (CHIMILESKI et al., 2014).

No Brasil, estudos como o de Tolentino et al. (2019) e Maran et al. (2016) reportam a
presenga de P. aeruginosa em aguas subterraneas. A qualidade do solo e as acgdes
antropologicas durante e apos a abertura do pogo sdo apontadas como as principais fontes de
contaminagao.

Portanto, por ser um microrganismo presente em diversos ambientes, ser capaz de
liberar EPS e formar biofilme, e por diversos estudos terem confirmado a presenca de
Pseudomonas em membranas de OR, as bactérias P. aeruginosas t€m sido utilizadas como
microrganismo modelo na formagdo de biofilme em membranas de osmose reversa

(SANCHEZ, 2018).

2.4.2 Incrustacgio organica

As fontes alternativas de dgua incluem principalmente agua do mar, 4gua subterranea
e efluente doméstico com tratamento secundario. A incrustacdo organica em membranas de
osmose reversa pode ser formada pela presenca de matéria organica natural (NOM) ou matéria
organica de efluentes remanescentes do efluente secundario (EfOM).

A NOM esta presente em todas as fontes de aguas naturais e ¢ constituida
principalmente substancias humicas, polissacarideos, proteinas e lipidios (WANG et al., 2019).
Ja a EfOM esté presente em efluentes tratados, quase exclusivamente por processo de lodo
ativado e s@o compostos de macromoléculas dissolvidas de alto e baixa massa molecular, as
quais incluem aminodcidos, agucares, polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos, acidos
hiimicos e fulvicos e componentes celulares. Sistemas de tratamento mais avancados incluem
microfiltracdo ou ultrafiltragdo previamente a filtracdo por osmose reversa para remogao dos
solidos suspensos e coloidais, porém boa parte da EfOM nao ¢ retida e pode causar incrustagao

organica nas membranas de osmose reversa (ANG; ELIMELECH, 2007).
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A incrustacdo organica possui propriedades fisicas e quimicas muito parecidas com as
da bioincrustagdo, porém ¢ um processo passivo que ocorre por forcas de van der Waals,
interacdes eletrostaticas entre incrustantes organicos e a superficie da membrana, assim como
a interagdo entre as moléculas organicas (CHAMBERS et al., 2006). A interacdo entre as
moléculas organicas dos incrustantes sdo importantes nas cinéticas de formagdo da incrustacao
pois uma boa interagdo pode formar uma torta que recobre totalmente a superficie da membrana
rapidamente e a partir deste ponto, a continuacao ocorre pela interagdo entre os incrustantes
organicos (LEE; ELIMELECH, 2006).

Outros fatores, como a composi¢do da agua de alimentagdo podem impactar a
formagdo da incrustacdo devido a interacdo entre incrustantes inorganicos, organicos e
bioldgicos. Enquanto que os incrustantes organicos criam uma camada condicionante para a
adesdo de microrganismo, a presenca de um incrustante inorganico, como o célcio, por
exemplo, age como uma ponte entre incrustante organico/incrustante organico, incrustante
organico/incrustante bioldgico e incrustantes organico e biologico/superficie da membrana.
(LEE; ELIMELECH, 2006).

Na maioria dos estudos de incrustacdo organica em escala de bancada ¢ utilizada a
albumina de soro bovino (BSA - derivado do termo em inglés de bovine serum albumin) para
representar a proteina causadora da incrustacdo organica. A incrustacio de BSA ocorre
primeiramente pela deposicdo na superficie da membrana por interagdes BSA-superficie,
seguido por interagdes BSA/BSA, o que causa o acumulo de proteina e a formagao da torta de

proteina ao longo do tempo (ANG; ELIMELECH, 2007).

2.5 PROPRIEDADES ANTI-INCRUSTANTES DAS MEMBRANAS DE OR

O controle da adesdo por bactérias e proteinas em membranas TFC-PA reportado por
diversos estudos foi alcangado alterando as caracteristicas da superficie que tornam a membrana
suscetivel a incrustacdo como a rugosidade, carga da superficie, hidrofilicidade, energia livre
da superficie e a composicao quimica (JIANG; LI; LADEWIG, 2017; ONG et al., 2016; RICE
et al., 2018).

2.5.1 Rugosidade
Em superficies com menor rugosidade ¢ esperado que a formagao de incrustagdo seja

menor, pois pressupde-se que ¢ mais provavel que os incrustantes fiquem retidos nas
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topografias rugosas do que em superficies mais lisas. Ou seja, a maior adesdo ¢ em fungdo da
maior area de contato (SAGLE et al., 2009). Entretanto, alguns estudos mostraram resultados

controversos quanto o aumento da rugosidade afetar negativamente a formacao da incrustagao.

Dessa forma, recentemente estudos reportaram que quando as estruturas da superficie
atingem escala nanométrica, a area superficial aumenta com o aumento da rugosidade. Porém,
no caso de bactérias, a area efetiva de contato entre a superficie da membrana e a bactéria pode
aumentar ou decrescer dependendo das caracteristicas topograficas das nanoestruturas da
superficie (ENCINAS et al., 2020; TANG et al., 2021; WU et al., 2018). Tendo em vista o
aumento da rugosidade, densidade e altura de picos, e vales com larguras menores que as
dimensodes das células bacterianas, as bactérias ficam suspensas entre os vales em vez de
confinadas e a 4rea de contato ir4d diminuir como demonstrado na Figura 7 (WU et al., 2018).
As membranas TFC-PA geralmente apresentam rugosidade em escala nanométrica com
estrutura chamada de rudge-and-valley (traduzindo do inglés: picos-e-vales), a qual apresenta
diversas varia¢des em sua morfologia. Estes avancos no detalhamento das estruturas mostram
a complexidade de interacdo entre diferentes formatos topograficos da superficie da poliamida

com a superficie das bactérias.

Figura 7. Ilustragdo esquematica da adesdo de bactéria em uma superficie pouco rugosa (A) € uma
superficie rugosa (B), ambas em nanoescala. Destacando a area de contato entre as superficies da

membrana celular da bactéria e da superficie da membrana de filtragao.

Membrana celular
(A) da bactéria

Superficie menos rugosa em
nanoescala

(B) Membrana celular
da bactéria

..............................

Superficie rugosa em nanoescala

Fonte: Wu et al. (2018).
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2.5.2 Carga da membrana

A carga da membrana exerce influéncia na adesdo de incrustantes devido a
possibilidade de repulsdo e atragdo eletrostatica entre moléculas carregadas e a superficie da
membrana. Desse modo, a carga resultante do potencial zeta de uma membrana depende do
pH do sistema e dos grupos funcionais presentes na superficie da membrana, uma vez que tais
grupos podem se protonados ou desprotonados de acordo com o pH do meio (CHILDRESS;
ELIMELECH, 2000).

Na formagdo de TFC-PA, quando monomeros diamina difundem-se na interface
agua/solvente organico, reagem com TMC para formar o filme de poliamida, que adere no
suporte de polissulfona por interacdes fisicas. Subsequentemente, a hidrélise de grupos de
cloreto de acila formam grupos carboxila, os quais conferem carga negativa para a superficie

da membrana (WERBER; OSUJI; ELIMELECH, 2016).

Diante disso, quando uma superficie € um incrustante possuem cargas similares, as
forcas de repulsdo eletrostaticas entre membrana e incrustantes previnem a deposi¢ao na
superficie da membrana e, portanto, reduzem a incrustacao. Por exemplo, uma membrana com
carga negativa pode apresentar efeito benéfico na redugdo da incrustacdo de BSA devido a sua
carga negativa em pH neutro (KOCHKODAN; HILAL, 2015). O mesmo ocorre com a P.
aeruginosa, que ¢ uma bactéria gram-negativa (RZHEPISHEVSKA et al., 2013).

Tipicamente, a carga da superficie ¢ caracterizada indiretamente pelo potencial zeta, o
qual pode ser obtida utilizando métodos eletrocinéticos padrdes como transmissao de potencial,

eletroforese e eletro-osmose (QASIM et al., 2019).

2.5.3 Hidrofilicidade e energia livre de superficie

De maneira geral, o aumento da hidrofilicidade (afinidade pela dgua) da superficie da
membrana oferece melhor resisténcia a incrustacao devido a maioria dos incrustantes como a
proteina serem hidrofobicos por natureza (RANA; MATSUURA, 2010). Membranas de
osmose reversa sao formadas pelos mondmeros MPD aromatico e TMC resultando em um filme
fino de poliamida com angulos de contato entre 50-60°, sendo mais hidrofébica e propensa a
formagdo de incrustacdo em comparagdo com membranas de filme fino de poliamida de

nanofiltrag¢do, as quais possuem angulo de contato de 30° (WERBER; OSUJI; ELIMELECH,
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2016). Uma superficie hidrofilica pode formar uma camada de 4gua, que pode prevenir a
adsor¢do de deposi¢do de incrustantes hidrofébicos na superficie da membrana, e assim,
reduzindo a incrustacao (KANG; CAO, 2012). Deve ser levado em consideracao que o aumento
da hidrofilicidade pode ter efeito negativo na resisténcia a incrustacdo quando a maioria dos
incrustantes sao hidrofilicos.

A hidrofilicidade geralmente ¢ determinada pelo angulo de contato formado entre a
gota de agua e a superficie da membrana (WCA, sigla para o termo em inglés water contact
angle) (Figura 8). Quanto menor o WCA maior a tendéncia de molhabilidade da membrana e

maior € a hidrofilicidade.

Figura 8. Imagem ilustrativa de um exemplo de obtengdo do WCA pela técnica da gota séssil.

Fonte: Johnson, Oatley-Radcliffe e Hilal (2017)

A energia livre de superficie (SFE) ¢ uma 6tima ferramenta em termos de adesao de
bactéria e proteina por realizar a medigdo de forcas atrativas intermoleculares ou interfaciais de
superficies (RICE et al., 2018; ZHAO; WANG; MULLER-STEINHAGEN, 2004).
Hidrofobicidade e hidrofilicidade da superficie também podem ser expressos em termos de
energia livre de coesdo de Gibbs (AGs) entre duas moléculas. AGsa prevé informagdes
quantitativas quanto a estabilidade e intera¢do da superficie da membrana ou incrustantes na
agua. Quando AGs, € negativo a particula € hidrofilica, quando AGsa € positivo, a particula ¢é
hidrofobica (GRASSO et al., 1996).

A adesdo de incrustantes na superficie das membranas depende da energia livre de
Gibbs de adesao (AGaq) ser termodinamicamente favoravel. Quando AGaq € negativa, a adesao
ird ocorrer espontaneamente. Quando AGag € positiva ocorre repulsdo entre incrustantes e a

superficie da membrana. AGaq ¢ determinado pela soma das energias de adesao de Lifshitz-van

der Waals (AG{;&N) e acido-base de Lewis (AG?dB). AGL‘CYV inclui interagdes de dispersao, dipolar
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e inducdo, enquanto que AG&B inclui intera¢des de doagdo-aceptor de elétrons como ligagdes

de hidrogénio (ZHANG et al., 2019).

2.6 EFEITO DE INTERCAMADA NA FORMACAO DA PA

As membranas TFC-PA sao consideradas propensas a incrusta¢ao devido a sua elevada
rugosidade, hidrofilicidade e abundancia de grupos funcionais de carboxila (CONTRERAS et
al.,2011; MADDAH; CHOGLE, 2017; MO et al., 2012). Esforcos significativos tém sido feitos
para reduzir a bioincrustagdo em sistemas de osmose reversa, como a melhoria do pré-
tratamento (ANIS; HASHAIKEH; HILAL, 2019), otimizagdo de condigdes operacionais
(SAEKI et al., 2016) e modificagdo das propriedades da superficie das membranas (GOH et al.,
2019).

Os métodos de modificagdo de superficie sdo principalmente baseados na incorpora¢ao
de materiais hidrofilicos na matriz polimérica da poliamida, como polimeros e nanomateriais
(BAEK et al., 2017; WANG et al., 2018a), ou no recobrimento de nanomateriais biocidas na
superficie da membrana (PERREAULT; TOUSLEY; ELIMELECH, 2013). As propriedades
quimicas e fisicas Uinicas dos nanomateriais podem modificar as propriedades da superficie das
membranas e melhorar a propriedade anti-incrustante, como relatado em diversos trabalhos

(BEN-SASSON et al., 2016; DURAN et al., 2016; GOH et al., 2019).

Entretanto, esses métodos possuem desvantagens, uma vez que 0s nanomateriais
incorporados na matriz da poliamida podem agregar e formar pontos de passagem do poluente
a ser removido, diminuindo sua eficiéncia (LI et al., 2016b). J4 nanomateriais biocidas
aplicados na superficie apresentam elevada eficiéncia na inativagdo, porém podem ser
lixiviados com o tempo, comprometendo a propriedade biocida da membrana (SANCHEZ,
2018) e, ainda, ha o risco ambiental envolvido no langando nanomateriais para o meio ambiente
(Bletal., 2018). Além disso, sem as condi¢oes hidraulicas ideais, as bactérias inativadas podem
permanecer na superficie da membrana formando uma nova camada de material organico

propensa a incrustagdo (CHOUDHURY et al., 2018).

Nos ultimos anos, outra abordagem tem se tornado area de foco de pesquisa, a aplicagdo
de uma intercamada como base para o processo de polimerizacao interfacial da poliamida e,

assim, modificar as propriedades da superficie da membrana quanto as eficiéncia de rejeigao e
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aumento do fluxo de permeado (DAI; LI; WANG, 2020). Sabe-se que a estrutura € composi¢ao
quimica da camada suporte possui uma importante influéncia no processo de polimerizagao
interfacial da camada ativa de poliamida e, portanto, nas caracteristicas resultantes da poliamida
(SHARABATTI et al., 2019). Em uma configuragao de membrana convencional, a poliamida ¢
formada sobre um suporte poroso que confina a interface agua/solvente organico no menisco
da solu¢do aquosa de diamina dentro dos poros, o qual tem influéncia da estrutura quimica e
fisica da poliamida (JIANG et al., 2019). Todavia, a deposi¢ao de um material compondo uma
intercamada também pode ser utilizado para manipular o processo de polimerizacao interfacial
e modificar as propriedades da camada de filme fino de poliamida (JIANG et al., 2019). Por
exemplo, uma interface nanoestruturada pode possibilitar uma distribui¢do mais homogénea da
solugdo, modificando a interface agua/solvente organico e obtendo mais controle na liberagao

de mondmeros durante a polimerizacao interfacial (LIANG et al., 2020; WANG et al., 2018b).

O controle preciso do processo polimerizagao interfacial ¢ desafiador devido a rapida
cinética de reagdo da polimerizagdo interfacial e da elevada taxa de difusdo de MPD para a
interface dgua/solvente. A introdug¢@o de um intercamada na superficie de um suporte poroso,
anteriormente ao processo de polimerizagao interfacial, tem sido proposta como uma alternativa
efetiva para regular o processo de polimerizacdo interfacial e a estrutura da camada de
poliamida (DAI; LI; WANG, 2020). Dai, Li e Wang (2020) classificaram trés tipos de
intercamada (Figura 9), intercamada orgénica, intercamada de nanomaterial e intercamada

nanocompdsita.
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Figura 9. Desenho esquematico de trés tipos de intercamada base de membranas TFC-PA: intercamada

organica, intercamada de nanomaterial, e intercamada nanocomposita.

P ——————— G ) Intercamada organica
Membranas TFC PA
convencionais |

Camada de PA 3

Suporte poroso 2

\ 4 { e

Intercamada base de
membranas TFC PA
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] '
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!
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R

Fonte: Dai, Li e Wang (2020).

Os mecanismos de regulacdo da intercamada na formacao da poliamida envolvem: (i)
aumento da absor¢do de MPD:; (i) controle da difusdo de MPD; (iii) regulacdo a formacao de
nucleos de poliamida; (iv) interferéncia na producao de energia e nanobolhas; e (v) prevencao
da entrada da poliamida no substrato poroso, o que reduz a resisténcia hidraulica ocasionada

pela intrusdo de poliamida (DAI; LI; WANG, 2020).

Yang et al. (2018) observaram que a incorpora¢do de uma camada hidrofilica de um
complexo de 4cido tanico/Fe** aumentou a quantidade de mondmeros de amina na interface e,
juntamente com menores tamanhos de poros da intercamada, a camada de poliamida formada
apresentou menos defeitos, aumentou o fluxo de permeado e a taxa de rejeicdo de diversos sais.
Ao colocar a membrana em contato com a solu¢do organica de TMC, ap0s recobrir a superficie
da membrana com MPD, monomeros de MPD difundem-se continuamente para a fase organica.
Desse modo, a difusao do MPD acumulado (no suporte ou na intercamada) para a fase organica
¢ determinante para a qualidade da camada de poliamida. A hidrofilicidade da intercamada

diminui a difusdo dos mondmeros de amina em compara¢do com um suporte poroso, o qual
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pode ser resultado da interacdo entre a intercamada e MPD (DAI; LI; WANG, 2020). A
intercamada promove a formagdo de poros mais uniformes para o processo de polimerizagao

interfacial, tornando a distribui¢ao de mondmeros mais homogénea na polimerizagao interfacial

(WANG et al., 2018b).

Trabalhos tém reportado analises controversas quanto a reticulacdo da poliamida
decorrente do fluxo de difusdo mais lenta. Enquanto que alguns relatam que a baixa difusdo de
MPD limita a quantidade de amina disponivel para reagir com TMC formando diminuindo a
taxa de reticulacdo (WANG et al., 2017), outros mostram que a baixa difusdo cria uma interface
com maior quantidade de MPD em relagdo ao TMC, aumentando a viabilidade de reticula¢ao

e resultando em camada fina e densa (YANG et al., 2020).

No primeiro estagio de formagdo do processo de polimerizacdo interfacial, a rapida
difusdo do MPD para a fase organica pode formar ntcleos de poliamida que comprometem a
homogeneidade da camada. Essas formagdes ocorrem principalmente em suporte microporosos
os quais armazenam o MPD e ndo possui hidrofilicidade o suficiente para diminuir a difusao
do MPD. Zhao et al. (2018) observaram que os nicleos de poliamida foram formados de forma
mais homogénea sobre e entre a intercamada de 6xido de grafeno e nanotubo de carbono de

parede multipla.

O processo de polimerizagao interfacial entre MPD e TMC consiste em uma reagao
exotérmica. O calor gerado reduz a solubilidade de gases dissolvidos e resulta na produgdo de
nanobolhas de N2, O e principalmente CO., o qual a formagao também ¢ facilitada pelo HCI
formado como subproduto (MA et al., 2018). Recentemente, alguns estudos reportaram que os
nodulos caracteristicos da poliamida os quais formam a estrutura ridge-and-valley sao
originarios das nanobolhas formadas, conferindo o formato de gotas com espagos internos
vazios (mais que 32% do volume) (MA et al., 2018; SONG et al., 2019). Zhang et al. (2020b)
observaram que devido aos menores poros da intercamada em comparacdo a um substrato
poroso, a intercamada confinou mais nanobolhas, resultando em uma camada de poliamida mais

rugosa.

Diante das modificagdes na poliamida supracitadas, ocasionadas pela formacdo da
intercamada, observa-se as influéncias na reagdo entre MPD e TMC, sobretudo quanto a
hidrofilicidade e estrutura da intercamada, que regulam o acumulo, a dispersao e taxa de difusao
do MPD para reagir com TMC, interferindo na homogeneidade, na taxa de reticulagdao e na

formacao de nanobolhas que sdo determinantes para a morfologia da poliamida.
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Sendo assim, torna-se imprescindivel que a intercamada formada por nanoparticulas
resulte em uma camada de nanoparticulas homogéneas e uniformemente dispersas. Os recentes
avangos de técnicas de preparacao de nanoparticulas in situ tém resultado em melhor dispersao
de nanoparticulas quando comparado com a incorporagdo de nanoparticulas pré-fabricadas (LI
et al., 2017).

Li et al. (2017), em sua revisao, classificaram as diversas técnicas de preparagdo de
nanoparticulas in situ. Dentre elas, o método “generating after” consiste formacao de
nanoparticulas in situ na superficie das membranas. O método contempla duas etapas: (1)
imobilizacdo de um precursor na superficie da membrana e (2) reducao de ions metalicos para
nanoparticulas metalicas por um agente redutor, por irradiacdo ultravioleta ou tratamento
térmico. Desse modo, diversos trabalhos tiveram bons resultados de formagao e dispersao de
nanoparticulas sobre a superficie de membrana utilizando esse método generating after,
incluingo nanoparticulas de ferro (WANG; CONG; MA, 2017), prata (DE FARIA et al., 2015;
YANG et al., 2019), cobre (BEN-SASSON et al., 2016), aluminio (WANG; LI; SHIH, 2011),
dentre outros.

Contudo, para ocorrer a dispersdo sobre a superficie € necessario que haja
compatibilidade entre o suporte e as nanoparticulas (WANG; LI; SHIH, 2011). Alguns
trabalhos mostraram que a polidopamina, também conhecida como "bio-cola", pode prover a
estabilidade interfacial entre polimeros e materiais inorganicos, atuando como ponte para quelar
oxidos metalicos para a construgdo de filmes inorganicos e nanoparticulas formadas in situ em
diversos substratos (KWAK; KIM; KIM, 2001; LV et al., 2016). A polidopamina ¢ formada pela
autopolimeriza¢do de dopamina sob condi¢des alcalinas e na presenca de oxigénio (Figura 10)
e pode aderir em diversos substratos s6lidos € em membranas, resultando uma camada de filme
fino e hidrofilico. A espessura desse filme pode ser precisamente controlada mudando os
parametros da reagdo como o tempo, pH, concentragdo de dopamina (KASEMSET et al., 2017)
e também estd relacionada com a afinidade da polidopamina com o substrato (JIANG et al.,
2014). O filme de polidopamina aumenta a hidrofilicidade das membranas pela introdu¢do dos
grupos funcionais catecol e amina (HUANG et al., 2016). Ao mesmo tempo que a polidopamina
serve de ligagdo entre o suporte e a intercamada, também serve para prevenir a intrusdo da
poliamida nos poros do substrato, diminuindo a espessura ¢ aumentando a uniformidade da

poliamida (YANG et al., 2018, 2020).
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Figura 10. Reagdo de autopolimeriza¢do da dopamina.
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Fonte: Postma et al. (2009).

A polidopamina pode formar nanoparticulas metalicas in situ pela capacidade de seus
grupos catecol em quelar ions metalicos de um sal precursor em uma solugdo aquosa (BALL et
al. 2012). No entanto, a reacdo ¢ lenta, requerendo um longo tempo de contato (BALL et al.,
2011; ZHANG et al., 2013) e ndo garante uma boa dispersdo das nanoparticulas pré-fabricadas
(CHOI et al., 2019; SHAH et al., 2019).

Com base no que foi exposto, a configuragdo de membrana avaliada neste trabalho foi
composta por suporte de polissulfona e recoberta com polidopamina como ligante da
intercamada de NP-Al, para formac¢do de uma camada seletiva de poliamida. As modificagdes
da poliamida resultantes da influéncia da intercamada no processo de polimerizagao interfacial

promovem melhoria da propriedade anti-incrustante.
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3 MATERIAIS E METODOS
O delineamento experimental deste trabalho foi dividido em quatro etapas descritas na
Figura 11. As atividades foram desenvolvidas na Universidade Federal de Santa Catarina e na

Arizona State University, as quais serao informadas em cada topico.

Figura 11. Esquema geral das etapas da pesquisa.
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3.1 REAGENTES
Para a produg¢do das membranas e para as andlises foram utilizados reagentes de

diferentes reagentes ou marcas no Brasil e nos Estados Unidos, os quais estdo descritos abaixo:

3.1.1 Reagentes utilizados no Brasil

Pellets de polissulfona (PSU, massa molecular: 22,000), borohidreto de sodio, 1-metil-2-
pirrolidona (NMP), cloridrato de 3-hidroxitiramina (DPA), Tris(hidroximetil)aminometano
(Tris), sulfato de aluminio, m-fenilenodiamina (MPD), cloreto de trimesol (TMC), albumina do
soro bovino (ASB), tampao fosfato salino (PBS), adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, EUA), heptano adquirido da Neon Comercial (Sdo Paulo, Brasil), acido cloridrico
adquirido da QHemis (Sao Paulo, Brasil) e hidroxido de sédio perolado adquiridos da Lafan
(Sao Paulo, Brasil). Foram utilizadas agua de osmose reversa (OR) (condutividade=0,05 puS;

pH 6,7-7; temperatura 25 °C) e 4gua ultrapura Milli-Q (UP).

3.1.2 Reagentes utilizados nos Estados Unidos

Pellets de polissulfona (massa molecular: 22,000), borohidreto de sdédio, sulfato de
aluminio hidratado e 1-metil-2-pirrolidona foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Missouri,
EUA). A m-fenilenodiamina (MPD) foi adquirida da Spectrum Chemical MFG Corporation
(California, EUA). Isopar-G foi adquirido da Univar (Washington, EUA). Cloridrato de
dopamina foi adquirida da Alfa Aesar (Massachusetts, EUA). Albumina de soro bovino
marcada com isotiocianato de fluoresceina (FITC-BSA) foi adquirida da Thermo Fisher
Scientific. Kit de viabilidade celular de bactérias Live/Dead™ BacLight™ foi adquirido da
Invitrogen (Oregon, EUA). Tabletes de tampao fosfato salino (PBS) foram adquiridos da Fisher
Bioreagents™ Fairlawn (Nova Jersey, EUA). Alcool isopropilico foi adquirido da Macron
(Pensilvania, EUA). Agar e meio Luria-Bertani (LB) foram adquiridos da VWR (Ohio, EUA).
Tris(hidroximetil)aminometano (Tris) foi adquirido da Acros (Nova Jersey, EUA). Tricloreto
de 1,3,5-benzenotricarbonila (TMC) foi obtido da Tokio Chemical Industry (Oregon, EUA).
Agua ultrapura foi obtida por Barnstead™ GenPure™ xCAD Plus Ultrapure Water Purification

System da Thermo Fisher Scientific, condutividade: 0,055 uS/cm.
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3.2 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS E NP-Al

Na Etapa 1 deste trabalho, as membranas foram preparadas e caracterizadas tanto no
Brasil e quanto nos Estados Unidos. As membranas foram compostas por um suporte de
polissulfona recoberto com polidopamina como ligante da intercamada de NP-Al e uma camada
seletiva de poliamida (Figura 12). O modo de preparo e os métodos utilizados estdo descritos a

seguir.

Figura 12. Esquema ilustrativo das etapas de preparacdo das membranas. PSU: polissulfona; PDA:

polidopamina; NP-Al: nanoparticulas de aluminio; PA: poliamida.
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Fonte: a autora

3.2.1 Suporte de polissulfona

Membranas assimétricas de polissulfona foram preparadas pelo método de inversao de
fases pela precipitagdo por imersdo. Primeiramente, os pellets de polissulfona foram secos em
estufa para retirada da umidade. Para a preparagdao do suporte de polissulfona, pellets foram
dissolvidos em 1-metil-2-pirrolidona (16,3% m/m) em um recipiente vedado a 50 °C, sob
constante agita¢ao por 3 dias. Ap0s esse periodo, a solugao polimérica foi mantida sem agitagao
por 1 h para desgaseificacdo. Tendo em vista a dependéncia do método as condi¢des de
temperatura e umidade ambiente, o procedimento foi realizado a 22+1 °C e 53-57%,
respectivamente. A solugdo foi espalhada em uma placa de vidro utilizando um aplicador
ajustavel de filme micrométrico (Dr. Blade), modelo EQ-Se-KTQ-150 da MTI Corporation. O
Dr. Blade foi ajustado para 180 pm para obter uma espessura de membrana de ~110 pm. Essa
diferenca ocorreu devido a saida do solvente da solu¢do no banho de imersdo. No APENDICE
A estdo apresentadas informacdes detalhadas sobre a determinagdo da espessura ideal do
suporte de polissulfona. A espessura selecionada levou em consideracdo o elevado fluxo de
permeado de uma camada fina e a resisténcia da membrana ao ser testada em um sistema de
fluxo direto a 8 bar.

Antes de imergir a placa contendo o filme polimérico no banho de precipitacdo
contendo agua deionizada como ndo-solvente, o filme aplicado foi deixado em temperatura

ambiente (~23 °C) por 30 s. Este tempo permite a absor¢ao de 4gua do ambiente na solu¢ao, o
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qual muda as condi¢des de precipitagdo, tornando os macroporos mais alinhados de modo a
promover maior suporte mecanico na estrutura assimétrica final da sessdo transversal do
suporte; quanto menor o tempo de absor¢ao da agua ambiente, mais assimétrico € o perfil do
suporte. O tempo de 30 s foi suficiente para obter melhor espalhamento ¢ homogeneidade do
suporte de polissulfona em sua extensdo sem que comprometesse a configuracdo assimétrica

desejada (APENDICE B).

Quando a placa contendo o filme foi imersa no banho de precipitagdo, ocorreu a
formagdo dos poros imediatamente. Todavia, ondulagdes na dgua podem gerar defeitos e furos
na membrana. Para evitar movimentag¢do na agua, o nivel de dgua acima da placa foi de no
minimo 3 cm e a placa foi imersa delicadamente e de maneira constante pelo seu lado mais
longo. Apds a precipitagcdo polimérica em agua deionizada, a membrana foi colocada em 50%
etanol/dgua deionizada por 30 min para assegurar a completa remog¢do de solvente. As
membranas-suporte foram armazenadas em solucdo de 1% de bissulfito de s6dio em agua
deionizada a 4 °C pelo menos por 24 h antes da proxima etapa. A solucdo de bissulfito de sodio
impede a proliferagdo de microrganismos na superficie da membrana. Na Figura 13 esta

apresentado um desenho esquematico da formagao do suporte de polissulfona.

Figura 13. Desenho esquematico da sequéncia de etapas envolvidas no método de inversao de fases pela

técnica de precipitacdo por imersao.
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Fonte: Adaptado de Habert, Borges e Nobrega (2006)
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3.2.2 Recobrimento de polidopamina

A superficie do suporte de polissulfona foi recoberta com polidopamina com o intuito
de aumentar a interagdo entre as nanoparticulas de aluminio (NP-Al) e o suporte.
Primeiramente, amostras de polissulfona, medindo 14 x 10 cm, foram lavadas com agua UP
para retirada da solugdo de bissulfito de s6dio. Com o objetivo de deixar a membrana
completamente molhada foi realizado um banho com isopropanol 20% por 20 min, em seguido
as membranas foram mantidas em agua UP por 30 min. Uma solu¢do de dopamina foi preparada
dissolvendo cloridrato de dopamina em solugdo de Tris (15 mM, pH 8.6) a uma concentragao
de 0,5 g/L. De maneira geral, as concentracdes de dopamina mais utilizadas estdo entre 1 e 2
g/L. A concentra¢dao da dopamina e o tempo de reacao estio relacionados com a espessura da
camada de polidopamina resultante, sendo que elevadas concentracdes e elevado tempo de
contato pode resultar em baixa permeabilidade da membrana. Levando em consideragdo que o
intuito da formag¢do da polidopamina neste trabalho ¢ apenas fornecer uma maior
compatibilidade entre suporte ¢ NP-Al, foi testada uma concentragdo de 0,5 g/L e avaliado o
total recobrimento da polidopamina e a formag¢ao de NP-Al por microscopia eletronica de
varredura conforme serd descrito posteriormente. O procedimento de recobrimento da
superficie com polidopamina consistiu na fixacdo das amostras de membranas de polissulfona
sobre placas de vidro utilizando uma moldura retangular de acrilico e grampos. Dessa forma,
foi possivel assegurar que a solu¢do de dopamina entrasse em contato apenas com a superficie
da membrana. A dopamina foi autopolimerizada na superficie da membrana por 1 h a
temperatura ambiente. Apds a formacdo e recobrimento da superficie da polissulfona com
polidopamina, a membrana resultante foi lavada sucessivas vezes com agua UP e mantida

submersa a 4 °C.

3.23 Formacao in situ da intercamada de NP-Al

As NP-Al foram formadas in situ pelo método de redugdo utilizando sulfato de
aluminio (Al2(SO4)3) como sal precursor e borohidreto de s6dio (NaBH4) como agente redutor.
Com a membrana de polissulfona recoberta com polidopamina fixada sobre a moldura acrilica
(conforme descrito no Topico 3.2.2), 30 mL de solugcdo aquosa de Alx(SO4)s3, variando as
concentragdes em 6,25 mM, 12,5 mM e 24 mM de Al*3, reagiram com a superficie isolada da
membrana por 3 min. Na sequéncia, 30 mL de solu¢cdo de NaBH4 (18,75 mM, 37,5 mM e 72
mM, respectivamente s concentragdes de Al™) foram adicionados a solucdo de Alx(SO4); para

deixadas reagir por 7 min. Apos a formagao e deposi¢ao das NP-Al na superficie da membrana,



58

a solugao foi removida e a membrana modificada in situ com NP-Al foi lavada sucessivas vezes
com agua deionizada para retirada das NP-Al ndo aderidas. Em seguida, a membrana foi

armazenada em agua deionizada.

3.2.4  Preparacio da camada seletiva de poliamida

A camada ativa de poliamida foi preparada via polimerizagdo interfacial sobre a
camada de polidopamina e sobre as intercamadas de NP-Al formadas in situ (Figura 12).
Diferentemente das etapas modificagdes da superficie anteriormente realizadas, para a
polimerizacao interfacial, as amostras foram fixadas nas placas de vidro pelas bordas utilizando
fita adesiva de alta resisténcia quimica (Fisherbrand™ 159015M da Fisher Scientific) para que
apenas a superficie entre em contato com a solucao. Dessa forma, na etapa intermediaria de
secagem da solucdo de MPD, evita-se o acimulo da solu¢do nas bordas da membrana,
resultando em uma camada de poliamida mais homogénea. Para a polimerizagdo interfacial,
primeiramente, a placa contendo a membrana foi imersa em uma solu¢do aquosa de MPD a 2%
m/m por 1 min. O excesso de MPD foi removido com um jato de ar comprimido uniformemente
distribuido em um dispositivo em formato de régua (4ir knife), passando a membrana trés vezes
em cada um dos quatro sentidos e estabelecendo uma distancia de 10 cm entre a fonte do jato e
a superficie da membrana. Apds a retirada do excesso de solugdo MPD, as membranas com
MPD absorvido foram imersas em solucdo de TMC/Isopar-G a 0,15% m/v por 30 s. Durante
esta etapa, 0 MPD reage com o TMC na interface dgua/solvente, formando a camada ativa de
poliamida. A camada formada foi lavada 5 vezes com Isopar-G para remog¢ao dos mondmeros
que nao reagiram. Posteriormente, para completar o processo de polimerizacao, as membranas
foram curadas em um forno a 50 °C por 10 min. Em seguida, as membranas foram lavadas
vagorosamente com agua deionizada e armazenadas em 4gua deionizada a 4 °C. As membranas
preparadas sem NP-Al foram referenciadas como MC (C de control), enquanto que membranas
com NP-Al com baixa (6,25 mM), média (12,5 mM) e alta (24 mM) concentragio de Al™ foram
nomeadas de ML (L de low), MM (M de medium) e MH (H de high), respectivamente.

3.2.5 Caracterizacao morfologica
A formagao de NP-AI na camada de polidopamina e a morfologia da superficie da

membrana foram caracterizadas por microscopia eletronica de varredura com canhao por
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emissdo de campo (FESEM — Field Emission Scanning Electron Microscopy) (JEOL, JSM-
6701F) com aceleracdo de voltagem de 5 kV. Primeiramente as amostras foram secas a
temperatura ambiente por 24 h apds a imersdo das membranas em etanol (1 h), seguida pela
imersdao em n-hexano (1h). A retirada de agua dos poros da membrana previamente a secagem
¢ importante para evitar a deformagdo das estruturas das membranas devido a maior tensdo
superficial da agua em comparagdo com o etanol e o n-hexano. Para a andlise das superficies
das membranas, as amostras foram cortadas (~ 5x5 mm) e fixadas com fita dupla-face de
carbono em stubs proprios do FESEM. A espessura e tamanho de poros da membrana, e a
dimensdo e formato das NP-Al foram determinadas pela analise de imagens de magnificagdo
de 2000X utilizando os softwares ImagelJ e a distribui¢ao das NP-Al foi determinada utilizando
o software Statistica®. O Espectrometro de raios X por dispersdo em energia (EDX - Energy-
dispersive X-ray) (Thermo Scientific) acoplado ao FESEM foi utilizada para detec¢do do
aluminio nas membranas. O preparo da secdo transversal da membrana de polissulfona
consistiu no corte com lamina ultrafina (Wilkinson Sword) e polimento em um polidor de se¢ao
transversal (JEOL, SM-09010). Tanto as amostras para a andlise da se¢do transversal quanto as
da superficie foram recobertas com uma camada de ouro utilizando um revestidor por
pulverizacao (Leica, EM SCD 500), para evitar o carregamento de elétrons durante a analise
por microscopia eletronica. O preparo e as caracterizagdes das amostras foram realizados no
Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC.

Caracteristicas morfologicas referente a rugosidade das membranas foram avaliadas
por meio de microscopia de forca atdmica (AFM) (Bruker, Multimode 8). As imagens 3D de
membranas com dimensdes de 9x9 um foram analisadas utilizando o software Nanoscope
Analysis (versdo 1.9), no qual foi possivel avaliar o perfil topografico e obter valores
quantitativos de determinacdo da rugosidade como a média quadratica (Rq) e aritmética (Ra)
das alturas do perfil e maxima distancia vertical (Rmax) do perfil topografico. A analise de

AFM foi realizada no LeRoy Eyring Center for Solid State Science na Arizona State University.

3.2.6 Caracterizacao fisico-quimica da superficie das membranas
3.2.6.1 Grupos funcionais na superficie

A determinacao dos grupos funcionais das membranas para confirmar a formagao de
cada camada foi feita por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR) com o método de reflexdo total atenuada (ATR) em espectrometro FTIR, Agilent,

modelo Carry 660 com um acessorio de refletancia total atenuada (cristal de ZnSe). As amostras


https://photometrics.net/field-emission-scanning-electron-microscopy-fesem/
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foram previamente secas e colocadas diretamente sobre o cristal e a média de 16 varreduras no
intervalo 4000 - 650 cm™ e resolucdo de 4 cm™ foi obtida. As analises de FTIR foram realizadas

na Central de Analises do Departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos da UFSC.

3.2.6.2 Composi¢do elementar da superficie

Espectroscopia de fotoelétrons de raio-X (XPS - X-ray photoelectron spectroscopy)
equipado com Al K-alfa (Thermo Fisher Scientific Ltd., VG 220i-XL) foi utilizada para
determinagdo da composicao elementar e ligagdes quimicas nas primeiras camadas atdmicas da
superficie das membranas (1-10 nm). Os dados foram analisados utilizando o software
CasaXPS (versdo 2.3.18), no qual foi possivel avaliar as modificagdes quimicas da poliamida
decorrente da presenca da camada intermediaria de NP-Al. Detectando a composi¢ao quimica
da camada mais superficial, a andlise de XPS permitiu avaliar possiveis interacdes entre
incrustantes e grupos funcionais da superficie, como o grupo carboxila, o qual aumenta a adesao
de incrustantes na presen¢a de calcio comumente encontrado em agua/efluente. Além disso,
analisando a propor¢ao dos grupos funcionais N-C=0 e O-C=0 foi possivel determinar o nivel
de reticulagcdo da camada PA. A andlise de XPS foi realizada no LeRoy Eyring Center for Solid

State Science da Arizona State University.

3.2.6.3 Quantifica¢do de grupos carboxila por blindagem de ions de prata

Em virtude da relevancia da presenca dos grupos carboxila da superficie da membrana
no processo de bioincrustacdo, como explanado anteriormente, foi realizado um teste adicional
para confirmacdo da presenca de grupos carboxila. A densidade dos grupos carboxila na
superficie da membrana foi quantificada pelo método de blindagem de ions de prata (Ag)
descrito por Chen et al. (CHEN et al., 2017). Este ¢ um método de quantificacdo indireta de
grupos carboxila pela ligagao de ions de prata, quantificacdo desses ions e conversao molar para
obtenc¢do da concentracao de grupos carboxila. Amostras de MC, ML, MM, MH e o suporte de
polissulfona foram cortados em circulos de 1,6 cm de didmetro, molhadas por 20 min em
isopropanol 20%, lavadas e mantidos em dgua deionizada por 30 min. O suporte de polissulfona
também foi testado para excluir a por¢ao de Ag que pode ser absorvida nos poros do suporte.
As amostras foram imersas duas vezes (10 min cada vez) em 10 mL de solucao de nitrato de

prata de 40 uM e pH 7. Apos a etapa de ligacao de ions de Ag com os grupos carboxila, os ions
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de Ag remanescentes foram removidos pela imersao das amostras em 10 mL de solu¢cdo menos
concentrada de nitrato de prata de 1 pM, 4 vezes, cada uma com durac¢do de 7 min. Papel filtro
foi utilizado para, cuidadosamente, remover o excesso de solucao. Para eluir os ions de Ag, as
amostras foram imersas em 5 mL de 4cido nitrico a 1% por 30 min. Apds remover as amostras
de membranas, as solu¢des estavam prontas para serem analisadas em um espectrometro de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Assumindo que cada ion de Ag
corresponde a um grupo carboxila ionizado, a quantidade de grupo carboxila ionizado por area

da superficie da membrana [R-COO] pode ser convertido utilizando a Equagao 1:

[R-COO-]= w (1)

Onde Mag € a concentragdo molar de Ag, Ve € o volume de eluente acido nitrico 1%,

Na € o nimero de Avogadro ¢ A ¢ a area da superficie da membrana.

A preparacao das amostras foi realizada na School of Sustainable Engineering and the
Built Environment e a analise de ICP-MS foi realizada no LeRoy Eyring Center for Solid State

Science da Arizona State University.

3.2.6.4 Potencial Zeta

A carga da superficie da membrana foi avaliada pelo potencial zeta utilizando o
método de transmissdo de potencial do analisador ZetaCAD® (CAD Instruments, Les Essarts-
le-Roi, France). O método se baseia pela passagem de uma solugdo eletrolitica por uma fenda
de um suporte com as membranas fixadas nas paredes da fenda. As cargas da parte mével da
dupla camada elétrica sdo carreadas com o fluxo para uma extremidade onde se encontra um
sensor. Este método é chamado de corrente de fluxo (streaming current). O potencial zeta ¢é
determinado pela diferenca de potencial entre as duas extremidades.

Para cada analise, duas amostras de membrana de dimensdo de 1 x 6 cm foram
previamente secas para permitir a fixacdo com fita adesiva nos dois lados do suporte. O suporte
contendo as amostras de membranas foi alocado no equipamento e a diferenga de potencial foi
registrado até a equalizacdo utilizando uma solugao contendo 5 mM de KCIl e 0,1 mM de
KHCO3; em 4gua destilada com pH 6,5 (correspondente aos valores de pH das solugdes
utilizadas nos ensaios de incrustagdo). Posteriormente foi realizada a leitura da amostra em
diferentes pressdes. A preparacdo das amostras e a analise de potencial zeta foram realizadas

na School of Sustainable Engineering and the Built Environment na Arizona State University.
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3.2.6.5 Hidrofilicidade e energia livre de superficie de coesdo e adesdo

A hidrofilicidade das membranas foi medida pelo método de gota séssil para medig¢ao
do angulo de contato com a agua (WCA) e pela energia livre de superficie de coesao (AGsa),
usando o angulo de contato de liquidos padroes. WCA corresponde ao angulo formado entre
uma gota de 4gua em contato com a superficie da membrana sob pressdo e temperatura ambiente
e foram obtidos utilizando um tensidometro Optico (Attension Theta, Biolin Scientific) e uma
seringa de alta precisdo (1001 TPLT, Hamilton). Seis pontos diferentes de cada amostra foram
medidos, no qual para cada gota séssil ~200 medi¢des de angulo foram registradas em 10 s e
esses dados foram transformados em uma média final. Agua deionizada foi utilizada para
medicao direta da hidrofilicidade, enquanto que os liquidos padroes diitodometano (DI) (apolar),

agua deionizada e etilenoglicol (EG) (polares) foram usados para determinar a AGgsa.

Para determinar a AGs,, primeiramente foi calculado os pardmetros de tensdo
superficial da membrana (y,). A y; compreende a tenséo superficial de Liftshitz-van der Waals

AB)' ,YAB

(y"V) e da tensdo superficial 4cido/base de Lewis (y ¢ composta por componentes

receptor (y") e doador de elétrons (y°) (yAB=2W). Para determinacdo dos parametros y-V
e os componentes de tensdo da yAB, foi utilizada a Equagdo Young-Dupré modificada com o
fator de corre¢do de rugosidade (r) (equagdo Cassie-Baxter). A aplicacdo de fator de corre¢ao
de rugosidade foi em fun¢do da equagdo Young—Dupré considerar o angulo de contato formado
sobre superficies lisas, sendo que as membranas de poliamida apresentam superficie rugosa. O
fator de correcao de rugosidade foi determinado pela Equagao 3, onde o SAD (surface area
difference) ¢ o parametro de diferenca de area da superficie obtido pela andlise de AFM,

calculada a partir de uma média (n=4) de uma imagem de 81 um?. Os pardmetros y,5V, y; ey,

das membranas (subscrito m) foram obtidos aplicando os angulos de contato (6) (em graus) e

tot

os pardmetros padrdes dos liquidos (37",

vV, 17 e v;) (subscrito L) (valores utilizados nos
calculos estio disponiveis no APENDICE C) utilizados na Equagdo 2 seguindo a sequéncia:
DI, agua deionizada e EG. Por fim, com os valores dos pardmetros de tensdo superficial das
membranas (Y5, y;l and y_), foi calculada a tensdo superficial total, y. (mN/m), utilizando a

Equagdo 4 (VAN OSS, 2002).



63

0\ 1
(1+25) 3y, = \/ YEWyEW+ \/V;vﬁ \/v;nv{ )
r=1+SAD 3)
(e A A I A )

Apoés a determinagdo dos componentes da tensdo superficial das membranas, estes
foram utilizados para calcular a AGs. (Equacao 5). Tais dados trazem informagdes quantitativas
quanto a estabilidade de um s6lido, como a membrana ou incrustantes em agua (AZARI; ZOU;
CORNELISSEN, 2014). Os subscritos “s” e “a” representagdo solido e dgua, respectivamente.
A AGga dos incrustadores P. aeruginosa ¢ do BSA também foi calculada utilizando os valores

de tensao superficial da literatura (GRASSO et al., 1996; KIM; HOEK, 2007).

8Gy=-2 (- Y ) -4 (T, ) (7o ) 5)

Apos ter conhecimento da hidrofilicidade da membrana e incrustadores, a interagao
entre a superficie da membrana e os incrustantes, em agua, foi estimada pela energia
termodinamica de adesdo de Gibbs (AGY)) (Equagdo 6) em termos de interagdes Lifshitz-van
der Waals (AGaL(})v ) (Equacao 7) e acido-base de Lewis (AGﬁdB (Equacao 8) (ZHANG et al.,

2019). Onde os subscritos “s”, “i” e “a” representam soélido, incrustante e 4gua,

respectivamente.
AGY= AGLY+ AGAP (6)
AGy =2 (V- )W) @)

AGa= 2 1y (VrHy Ty 2y, (W + -3 2G0T, -y ) ®

As analises de angulo de contato e de energia livre de superficie foram realizadas na

School of Sustainable Engineering and the Built Environment na Arizona State University.

33 PROPRIEDADES DE TRANSPORTE DAS MEMBRANAS

Na Etapa 2, a permeabilidade e seletividade preliminar das membranas foram avaliadas
utilizando um sistema de filtragcdo direta (dead-end) com agitagao e temperatura ambiente (25
°C). A 4rea efetiva da membrana foi de 9,6 cm?. A Figura 14 apresenta a representacio

esquematica do sistema de filtracdo, no qual a membrana foi suportada por uma grade perfurada
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e um tecido de TNT, e um aro de polissulfona foi utilizado para diminuir o atrito entre a
borracha de vedagdo ¢ a membrana. A célula de filtragdo de 250 mL era conectada com um
reservatorio de 5 L e a pressao era fornecida por um cilindro de gés nitrogénio. As membranas
molhadas (20 min em isopropanol 20%, lavadas e mantidas em 4gua deionizada por 30 min)
foram compactadas a 8 bar por 60 min. O fluxo de dgua pura foi medido a 8 bar por 15 min,
sendo que amostras foram coletadas a cada 5 min para verificagdo da estabilizacdao do fluxo
poOs-compactagdo. A pressao de 8 bar ¢ menor do que a pressao ideal para filtragdo por osmose
reversa (15,5 bar), entretanto, devido a limitagdo do sistema de filtragdo direta em conter um
suporte gradeado para a membrana e resultar no rompimento das membranas em pressdes mais
elevadas, foram realizados testes preliminares na pressio de 8 bar no Laboratorio de
Toxicologia Ambiental da Universidade Federal de Santa Catarina. Posteriormente foram
realizados ensaios a 15,5 bar em sistema de filtragdo tangencial com um suporte de aco

inoxidavel poroso, durante o doutorado sanduiche.

Figura 14. Esquema ilustrativo do sistema de filtragdo direta, composto por: cilindro de gas nitrogénio,
reservatorio de agua/solucdo de alimentacdo, célula de filtragdo de filtragdo sob agitacdo em agitador

magnético ¢ balanga analitica para pesagem do permeado coletado.
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O fluxo de permeado, J (L m? h™")) foi calculado pela Equagio 9.
=Y ©)

Onde V ¢ o volume de permeado (L) coletado por um periodo de tempo t (h)e A ¢ a
4rea efetiva da membrana (m?). Em sequéncia, a rejeicdo de sais foi determinada pela filtragdo
de 2000 mg/L de NaCl em agua a 8 bar apos 1 h de filtragdo. A rejeicao de sal foi calculada
pela Equagao 10, onde Cp e Ca sao referentes as condutividades do permeado e da solugao de

alimentagdo, respectivamente.

R=100x (1- = (10)
As filtragdes de escoamento tangencial em pressdo mais elevada de 15,5 bar foram realizadas
em um sistema de filtracdo tangencial. O sistema (Figura 15) contempla 1 célula de filtracao
conectada com medidor de fluxo de permeado (Sensirion, SLI-2000), o qual registrava o fluxo
a cada 60 s no software Sensirion. A circulagdo na alimentagdo era realizada por uma bomba
(Techtop®, Farm Duty RD1-RS). Registros e valvulas permitiam o controle da vazao e pressao,
monitorados por controladores de vazdo e mandmetros. O sistema operava com um volume de
20 L armazenados em uma bombona equipada com um chiller recirculador (Thermo Scientific
Ltd.,ThermoFlex 1400) para manuten¢do da temperatura da agua. Membranas previamente
molhadas (20 min em isopropanol 20%, lavadas e mantidas em dgua nanopura por 30 min) com
34 cm? de area efetiva foram colocadas nas células de filtragdo (APENDICE D) e compactadas
por 1 ha 15,5 bar. Os ensaios de filtragdo de escoamento tangencial foram realizados na School

of Sustainable Engineering and the Built Environment na Arizona State University.
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Figura 15. Desenho esquematico do sistema de osmose reversa contemplando (1) células de filtracao
tangencial, (2) medidor de vazio de permeado, (3) mandmetro, (4) registro de controle de pressdo, (5)
valvula de controle de fluxo, (6) medidor de vazdo de alimentagdo, (7) reservatorio com chiller, (8)
sistema de resfriamento da agua do chiller e (9) bomba de recirculagdo. O sistema opera com duas

células de filtragdo de maneira simultanea.
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3.4 PROPRIEDADE ANTIADESIVA
Na Etapa 3 foram avaliadas as propriedades antiadesivas das membranas quanto a
bactéria e proteina, as quais foram realizadas na School of Sustainable Engineering and the

Built Environment na Arizona State University.

34.1 Propriedade antiadesiva de bactéria e viabilidade celular

A deposigao de bactérias na superficie de membranas foi avaliada pela exposicao das
bactérias na superficie da membrana, seguida pela determinacdo de unidades formadoras de
colonias (UFC) de P. aeruginosa (ATCC® 15692™), sendo uma bactéria modelo para avaliacio
da formagdo de biofilme (SANCHEZ, 2018). As células foram cultivadas em meio Luria-
Bertani (LB) por 12 h em um agitador orbital com incubadora a 37 °C e 100 rpm. Apds o
periodo de incubacdo, a cultura foi diluida em LB puro na proporcao 1:25 e cultivadas
novamente na incubadora. Ap6s ~2 h, uma amostra era retirada para verificagdo da densidade

optica (OD) em um medidor de OD a 600 nm de comprimento de onda. OD de 1,0 é um
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indicativo de fase exponencial tardia de crescimento (~10° células/mL). As bactérias foram
separadas do LB por centrifugagdo e lavagem, no qual 1 mL da cultura era colocada em um
microtubo Eppendorf, centrifugada em uma mini centrifuga a 5.000 x g por 1 min. O
sobrenadante foi retirado, o Eppendorf preenchido com solu¢do NaCl 0,9% e agitado em um
vortex por 30 s. Esse procedimento de limpeza foi repetido 3 vezes. Na ultima lavagem, as
bactérias foram suspensas em 1 mL de solugdo NaCl 0,9%. Esta solucdo foi diluida a 1% com
NaCl 0,9%, resultando na concentracdo de ~107 células/mL.

Amostras de membranas molhadas (20 min em isopropanol 20%, lavadas e mantidas
em agua nanopura por 30 min) foram cortadas em circulos de 2 cm de didmetro e alocados em
um suporte de plastico, conforme imagem da Figura 16, de maneira que somente a superficie
da membrana entrasse em contato com as bactérias. Assim, 3 mL da solucdo de ~107 células/mL
foi colocada em contato com a superficie da membrana por 3 h. Apds esse periodo, as
membranas foram delicadamente lavadas com 1 mL de solugdo NaCl e colocadas em tubos
Falcon com 10 mL de solugdao NaCl 0,9% e sonicadas em banho de sonicagdo por 6 min para
remover as células sem comprometer a viabilidade. Posteriormente, as amostras de membranas
foram retiradas e, em uma capela de fluxo laminar esterilizada, 50 pL da solug¢do contendo as
bactérias eluidas da superficie das membranas foram espalhados em uma placa com dgar e LB
sendo utilizadas 4 placas por amostra de membrana. Apods o espalhamento, as placas foram
alocadas em uma incubadora estitica para crescimento das colonias por 12 h. As placas
contendo o meio de cultura foram preparadas previamente autoclavando uma solugdo contendo
25 gde agar e 10 g de LB em 1 L de agua deionizada e distribuindo 26 mL da solugdo ainda

quente para cada placa.

Figura 16. Suportes utilizados nos ensaios de deposicdo de P.aeruginosa na superficie das membranas.

Previamente aos testes, foram avaliadas as concentracdes de 10°, 10° e 107 células/mL
das solugdes de contato com a membrana, para determinar a melhor diluicao que formasse UFC

o suficiente para o teste, sendo condigdes ideais de no minimo 30 UFC e que o numero de UFC
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nio fosse tdo alto a ponto de impossibilitar a contagem. A melhor dilui¢io foi de 10’

células/mL.

A adesao das bactérias também foi determinada pelo método de marcagdo das células
vivas e mortas para posterior observacdo em microscopio de epifluorescéncia. Seguindo o
mesmo procedimento de 3 h de contato entre P. aeruginosa e a superficie das membranas
descrito anteriormente, as amostras (mantidas no suporte) foram delicadamente lavadas com 1
mL de solucdo NaCl. As células aderidas foram marcadas utilizando o kit de Viabilidade
Bacterial Live/Dead™ BacLight™ da Invitrogen, o qual contempla o marcador SYTO9 para
as bactérias vivas e iodeto de propideo para as mortas. Os marcadores ficaram em contato com
a superficie das membranas por meia hora em ambiente escuro. Em seguida, a amostra de
membrana retirada e preparada em laminas para analise no microscopio epifluorescente (Leica,
DMS6). Células vivas apresentam coloragao verde e mortas, vermelho. A fim de determinar a
adesdo e a viabilidade celular, o nimero de células vivas, mortas e a soma destas foram contadas
utilizando software Image J. Todo o procedimento foi realizado em triplicata, sendo registradas

10 fotografias por amostra.

3.4.2 Propriedade antiadesiva de proteina

A propriedade antiadesiva organica foi avaliada utilizando FITC-BSA, albumina de
soro bovino (BSA, derivado do termo em inglés de bovine serum albumin) marcada com
isotiocianato de fluoresceina (FITC, derivado do termo em inglés de fluorescein
isothiocyanate), uma proteina modelo para ensaios de adsorcao (YE et al., 2015). Amostras de
membranas foram cortadas e colocadas em suportes plasticos, conforme descrito no Tépico 3.5.
A deposicao da proteina foi feita adicionando 2 mL de uma solucao de 0,05 mg/mL de FITC-
BSA em solugdo de PBS (1 tablete de PBS de 0,01 M em 400 mL de 4gua UP, pH 7,4) sobre a
superficie da membrana e, ap6s 3 h de contato em ambiente com auséncia de luz, a membrana
foi delicadamente lavadas com solucdo PBS. Na sequéncia, a amostra de membrana foi
preparada em lamina de vidro para anélise no microscopio epifluorescente (Leica, DM6). A
intensidade da fluorescéncia verde das micrografias foi medida usando o software ImagelJ. Uma
membrana ndo exposta ao FITC-BSA foi usada como branco para descartar a fluorescéncia
natural da membrana. As analises das amostras foram feitas sob as mesmas condigdes de

iluminac¢ao, brilho, contraste, gama, etc., com a finalidade de comparar as intensidades da
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fluorescéncia entre elas, ou seja, sera realizada uma andlise quantitativa relativa entre as

amostras.

3.4.3  Anailise estatistica dos dados

Os dados apresentados representam medias de, no minimo, trés amostras independentes.
Diferencas significativas entre elas foram determinadas por ANOVA, seguidas de teste de
Tukey post-hoc com a < 0,05 utilizando o software OriginPro 2018. Diferenca estatistica entre

as amostras foram identificadas com diferentes letras nas figuras.

Andlise de regressdo linear entre as diferentes propriedades da superficie das
membranas e a deposi¢do de células de P. aeruginosa e proteina BSA foi realizada utilizando
o pacote “stats” do software estatistico R (v. 4.0.2). Para identificacdo de parametros para serem
incluidos no modelo de regressdao multipla, foi utilizada a selecdo forward, na qual adiciona
uma variavel a cada vez. Das varidveis independentes que se apresentaram intrinsicamente
correlacionadas entre si (como Rq € Rmax; e AGsa ¢ AC), apenas uma foi incluida no modelo

de regressao multipla.

3.5 BIOINCRUSTAGCAO DINAMICA

Na Etapa 4, a formagado de bioincrustagdo nas membranas sob condi¢des dinamicas de
um sistema de osmose reversa foi avaliado em uma unidade de filtracdo tangencial em escala
de bancada, descrito na Se¢do 3.3. Membranas molhadas (20 min em isopropanol 20%, lavadas
e mantidas em 4agua nanopura por 30 min) foram compactadas até o fluxo de permeado se
estabilizar. O sistema foi operado a pressdao de 27,8 bar, temperatura de 20 °C e vazdo de
alimentacgdo 1 L/min. A bioincrustacao foi avaliada utilizando um efluente secundario sintético
(BAR-ZEEYV et al., 2015) juntamente com P. aeruginosa na concentragio de 2,5 108 células/L
em 20 L (Tabela 1). Além de simular uma fonte alternativa de produgdo de 4dgua, o efluente
secundario sintético possui sais € alimento, fornecendo condigdes ideais para o crescimento e
proliferagdo de P. aeruginosa em longos periodos de analise e, assim, permitir a avaliacao da
propriedade antibioincrustante das membranas. O permeado era retornado ao reservatorio para
manter constante o volume e a concentracdo de sais. O efluente sintético com bactéria
adicionada foi circulado por 45 h a temperatura ambiente e a bioincrustacdo foi avaliada pela

reducgdo do fluxo de permeado ao longo do tempo.
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Tabela 1. Composicao do efluente sintético secundario utilizado nos experimentos de bioincrustagao

dindmica.
Composto Concentracio
(mM)
NaCl 8
MgS04*7TH,0 0,15
NaHCO; 0,5
CaCl,*2H,0 0,2
KH,PO4 0,2
NH4C1 0,4
Na3;CsHs07*2H,0 0,6
Glicose 2,2

Fonte: Baseado em Bar-Zeev et al. (2015)

Ap0s 48 h, as membranas foram coletadas e os biofilmes formados foram visualizados
utilizando tomografia de coeréncia 6ptica (OCT) (GANYMEDE 11, Thorlabs). OCT ¢ um
método de medi¢do baseado na deteccdo das diferencas da extensdo do caminho 6ptico. Ele
incorpora uma fonte de luz de banda larga com um espectrometro de alta velocidade para
fornecer perfis de profundidade que podem ser adicionados a imagens transversais. Essas
imagens transversais podem ser utilizadas para reconstrugdes de imagens tridimensionais. As
membranas foram colocadas, com a superficie voltada para cima, em placas de petri contendo
solucao NaCl 0,9% com objetivo de manter a integridade dos biofilmes durante a anélise, a qual
foi feita imediatamente. De modo a manter a amostra esticada, foram alocados suportes nas
bordas da membrana. Micrografias da sessdo transversal das membranas foram registradas em
quatro regides distintas e quantificadas pelo software ImageJ. Imagens 3D também foram

registradas para avalia¢do da dispersao e formato do biofilme em cada membrana.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS E NP-Al
4.1.1 Caracterizacao morfologica

As micrografias de FESEM da secdo transversal da polissulfona apresentam a formagao
de um substrato com uma espessura média de 109,45 = 0,18 um e com uma tipica estrutura
assimétrica composta de uma fina camada densa na superficie € uma subcamada de macro poros
longitudinais (Figura 17A). A superficie da polissulfona apresentou microporos com em média
0,49 = 0,13 um de didmetro (Figura 17B), e uma a densa camada fina, que facilitou a formagao
de uma cobertura continua de polidopamina sobre a superficie da membrana, como demostrado
na Figura 17C. Foram observados alguns nanoagregados de polidopamina (~50 nm), os quais
sdo fortemente ligados com a camada de polidopamina por grupos catecol (ZHANG et al.,
2013). O recobrimento de polidopamina foi utilizado para ancorar NP-Al no suporte antes da

polimerizagao interfacial.

As membranas modificadas pela formacdo in situ de NP-Al a baixa, média e alta
concentragoes de Al2(SOa4)s sdo visualizadas nas micrografias de FESEM da Figura 17D. A
formacao das NP-Al foi observada pela presenca de estruturas com formato de esfera na camada
de polidopamina, as quais aumentam em nimero com o aumento da concentragdao de Al>(SOa)s.
Ainda, na andlise de EDX foi constatado que a porcentagem atdmica de aluminio também
aumenta com o aumento do precursor (Figura 17E). Diferencas no tamanho e dispersao das NP-
Al na camada polidopamina também foram observadas com o aumento de Alx(SO4);. O
diametro médio das particulas foram de 67,2 + 29,5, 55,0 £ 21,5 ¢ 121,5 + 101,2 nm para ML,
MM, e MH, respectivamente (Figura 17F). Verificou-se que a concentracao média de NP-Al,
ou seja, a MM permitiu a formagao do suporte de nanoparticulas de menor e mais homogéneo

tamanho, além de mais bem distribuidas.

A similaridade entre a distribuicdo de nanoagregados de polidopamina e NP-Al em
média concentracdo (Figura 17C e 17D) sugere que os nanoagregados tiveram influéncia na
formag¢do de NP-Al Diversos estudos identificaram nanoagregados de polidopamina como
sitios de ancoramento para a formac¢ao de nanoparticulas (YANG et al., 2016; ZHU et al., 2016).
A polidopamina facilita a formacio de NP-Al pela interagdo entre AI**, o qual esta em solugio
a pH 3,5, com os negativamente carregados grupos catecol presentes em alta densidade nos

nanoagregados de polidopamina (JIANG et al., 2014; SIKORA; MCBRIDE, 1989). Estes
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formam fortes ligagdes coordenadas, porém, ¢ uma reagdo lenta que requer um longo tempo de

contato (BALL et al., 2011; ZHANG et al., 2013).

Neste trabalho, a formagdao de NP-Al foi baseada em duas etapas que envolveu a
adsor¢do e reducao in situ do precursor da NP-Al. Primeiro, a solu¢do Al>(SO4)s foi colocada

1. Em seguida, um agente

em contato com a superficie da polidopamina para a adsor¢ao de A
redutor (NaBH4) foi adicionado para acelerar a formagao de NP-Al in situ (SUBAIR et al.,
2016). Com concentra¢des mais elevadas de Al*> em solugdo h4 mais chances aderirem aos
grupos catecol, o que resultaria na formagdo de mais NP-Al na superficie da polidopamina
(ZHU et al., 2017). Entretanto, na maior concentragdo de Al>(SO4); testada a membrana

apresentou agregados de NP-Al de diferentes tamanhos (Figure 1F).

Manter o controle do tamanho e morfologia das particulas para modificagdo de
membranas ¢ um grande desafio quando envolve 6xidos metalicos devido as caracteristicas de
elevada energia de superficie e tendéncia a aglomeragio (MARIA ARSUAGA et al., 2013;
MAXIMOUS et al., 2010). Diversos trabalhos testaram algumas técnicas a fim de melhorar a
dispersdo dessas nanoparticulas na poliamida como a adi¢do de estabilizantes (YIN; ZHU;
DENG, 2016) e modificagao da superficie das nanoparticulas (RAJAEIAN et al., 2013). Neste
trabalho, controlando a concentracdo de precursores de NP-Al em valores baixos e médios foi

possivel limitar a agregagao de NP-Al na camada de polidopamina neste trabalho.



73

Figura 17. Caracterizagdo da membrana suporte, recobrimento de polidopamina e NP-Al formada sobre
a camada de polidopamina. (A-F) micrografias de FESEM da (A) sessdo transversal do suporte de
polissulfona, superficie da (B) polissulfona, do (C) recobrimento de polidopamina, da (D) NP-Al na
superficie da polidopamina em baixa, média e elevada concentragdo. (E) Curva Gaussiana mostrando a
distribuicao de NP-Al das imagens D e (F) correspondentes espectros de EDX confirmando a formagao
de NP-AL
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O suporte de polissulfona com a superficie recoberta de polidopamina, com e sem NP-
Al, foi utilizado para a polimerizagao interfacial da camada de PA. Na Figura 18 apresenta-se
a micrografia da superficie da poliamida com uma morfologia tipica ridge-and-valley, sendo
observado pequenos nddulos com largas estruturas belt-like formada pela sobreposicao e jungao
de estruturas leave-like da poliamida (Ma et al., 2019). Entre os diversos estudos de formacao
da poliamida, a estrutura morfoldgica da poliamida pode apresentar diferencas nas extensoes,
jungdes, na altura e densidade dos picos de suas estruturas que compdes a superficie rugosa
(GOODYER; GOODYER, 2018). Essa variagdao na formagao dessas estruturas ¢ altamente
dependente do sensivel processo de polimerizagdo interfacial, o que inclui concentragdes dos
mondmeros, tempo de reagdo, temperatura, remog¢ao do excesso de MPD antes da reacdo com

TMC, caracteristicas do suporte, etc.
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A morfologia da camada de poliamida formada sobre as NP-Al apresentou diferencas
na largura e comprimento dessas protuberancias. ML mostrou mais nédulos e menos estruturas
belt-like. Por outro lado, na maior concentragao de NP-Al aplicada (MH), as caracteristicas
belt-like se tornaram mais largas e mais interconectadas. Importante notar a auséncia de
estruturas belt-like em MM, onde a camada de poliamida apenas mostra maiores estruturas

leave-like e a presencga de nddulos mais visiveis comparada com as demais membranas.

Figura 18. Micrografias de FESEM da superficie das membranas identificando as estruturas e mostrando
a diferenca morfologica da poliamida formada sobre a intercamada de NP-Al em diferentes

concentragdes. Barra de escala: 500 nm.

belt-like nédulos
leave-like
beli-like
leave-like A
nodulos
nodulos

Pela analise de AFM foi observado que a medida que a concentragdao de NP-Al na
intercamada aumentou, a rugosidade da superficie da poliamida também aumentou (Figura 19).
Uma possivel explicagdo ¢ a diferente morfologia da superficie da intercamada resultantes das
quantidades, tamanho e dispersdao das NP-Al, as quais conferiram rugosidade, especialmente
em MH, onde a agregacdo das NP-Al ocorreu, tenha resultado na rugosidade da camada de
poliamida. Diferente dos resultados de Ma et al. (MA et al.,, 2019b), neste trabalho, a
caracteristica mais lisa das estruturas belt-like ndo resultou no decrescimento da rugosidade da

superficie. Tal discrepancia, provavelmente decorre da baixa interconexao entre as estruturas
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belt-like, as quais ndo cobriram a superficie o suficiente e resultou em picos de poliamida

formados por estruturas belt-like isoladas que resultaram no aumento da rugosidade.

Os perfis da superficie (Figura 19A) dao uma ideia de como as estruturas da superficie
estao verticalmente apresentadas. Picos mais altos sao observados em MM e MH, os quais estdao
relacionados com leave-like e belt-like estendidos, respectivamente, como uma consequéncia
da intercamada de NP-Al. A presenga de picos de poliamida em MH resultou em valores mais
elevados dos parametros de rugosidade Rq, Ra e Rmax (Figura 19B). O aumento na rugosidade
foi estatisticamente diferente do controle (MC) apenas para MH. Entretanto, uma tendéncia
pode ser observada entre a quantidade de NP-Al na intercamada e a rugosidade da superficie
da poliamida formada sobre o suporte. Imagens 3D representativas de diferentes superficies de

membranas adquiridas pela analise de AFM estdo apresentadas na Figura 20.

Figura 19. (A) Perfis topograficos da superficie de poliamida das membranas controle (MC) e com
intercamada de NP-Al (ML, MM e MH) pela técnica de AFM; e (B) ParAmetros de rugosidade: média
quadratica (Rq) e aritmética (Ra) das alturas dos perfis e maxima distincia vertical, divido por 10

(Rmax/10), do perfil topografico de MC, ML, MM e MH.
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Figura 20. Imagens 3D representativas de AFM da superficie das membranas (9 x 9 um).
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4.1.2 Caracterizacao fisico-quimica da superficie das membranas

A mudanca na morfologia da poliamida pode indicar mudancas nas propriedades fisico-
quimicas da camada seletiva. Portanto, as membranas foram caracterizadas para elucidar como
a adi¢ao de NP-Al modifica as propriedades da superficie da membrana. A analise de FTIR foi
utilizada para caracterizar a estrutura quimica de cada camada da membrana produzida e o XPS
foi realizado determinar a estrutura quimica da superficie da poliamida da membrana controle
e da poliamida formada sobre a intercamada de NP-Al.

Os espectros de FTIR-ATR do suporte de polissulfona, do recobrindo de polidopamina,
da intercamada de NP-Al e do filme fino de poliamida estdo apresentados na Figura 21A. Em
funcao da profundidade de penetragdo do FTIR (1-3 um) e elevada espessura da polissulfona
em comparagdo com as outras camadas da membrana, o espectro de FTIR mostra bandas
dominantes da polissulfona, como: 1150 cm™ (estiramento simétrico O=S=0), 1250 cm’!
(estiramento assimétrico C-O-C), 1290 cm™ (estiramento S=0), 1325 cm™ (estiramento

assimétrico O=S=0), 1405 cm™ (estiramento C=C de anél aromatico), 1488 cm™! (estiramento
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CH3-C-CH3) e 1600 cm™ (estiramento simétrico e assimétrico C=C) (EMADZADEH et al.,
2014).

Em ambos os espectros de polidopamina ¢ NP-Al ndo foram observadas suas bandas
caracteristicas apos a formagao da intercamada em todas as concentragdes de NP-Al. As bandas
de absorgdo caracteristicas da polidopamina s3o em aproximadamente 1610 cm™! referentes ao
estiramento de anéis aromaticos e deformacdo angular de N-H e em 3400 cm™ atribuida aos
grupos catecol -OH e N-H (HUANG et al., 2016). J4 as bandas caracteristicas das NP-Al sao
identificadas em torno de 1600 cm! (Al-O) e 3400 cm™ (estiramento -OH) (MEHRNIA;
MOJTAHEDI; HOMAYOONFAL, 2015). Estes resultados sdo similares a reportados em
outros trabalhos (HUANG et al., 2016; SIANIPAR et al., 2016) e podem ser atribuidos a baixa
quantidade de NP-Al e a camada muito fina de polidopamina comparados com o suporte de
polissulfona, bem como a sobreposi¢do da banda em ~1600 cm™ da polidopamina e NP-Al com
a banda C=C da polissulfona, também & 1600 cm™'. E importante notar que o recobrimento de
polidopamina foi observado pela coloracao mais escura adquirida pela membrana e pelo total
recobrimento dos poros da superficie da polissulfona enquanto que a presenca de NP-Al foi
confirmada por MEV e EDX como mostrado na Figura 17.

Apos a polimerizagao interfacial, a formagao da poliamida resultou na aparicao de suas
bandas caracteriticas em 1546 cm’, 1610 cm™, 1660 cm™, os quais correspondem ao
estiramento da amida II, vibragdes do nucleo do anel aromatico e estiramento vibracional da
C=0 da amida I, respectivamente, confirmando a formacdo do filme fino de poliamida
conforme a reagio da Figura 22. Na regido de aproximadamente 3400 cm™! verifica-se a banda
larga, possivelmente uma regido de sobreposicao da contribui¢ao das bandas do estiramento O-
H, dos grupos carboxila, e do NH associado em amida secundarias da PA (BAEK et al., 2017).

Nos espectros de MC, ML, MM e MH (Figura 21B) ¢ possivel observar que nas
membranas com NP-Al incorporadas ndo ha mais a banda correspondente ao estiramento do
C=0 do 4cido carboxilico (1710 cm™) e que a banda larga em 3400 cm™ (O-H e NH) ficou
menos intensa em comparacao com o controle. Esta redugdo destas bandas ¢ um indicativo da
reducdo de grupos carboxilas e consequente aumento da reticulagdo. Ainda, a reducdo da
intensidade dos espectros das membranas modificadas e o possivel aumento da reticulagao

sugerem a formacao de uma camada de poliamida densa e fina.
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Figura 21. Espectro de FTIR identificando grupos funcionais de (A) camada das membranas preparadas:
polissulfona, polidopamina, NP-Al (12,5 mM) e poliamida (PA); e (B) das membranas MC, ML, MM
e MH na faixa entre 650-4000 cm™.
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Figura 22. Polimerizagdo interfacial da poliamida pela reagdo entre cloreto de trimesol (TMC) e m-

fenilenodiamina (MPD), formando liga¢des cruzadas e lineares.
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A mudanga quimica da estrutura da poliamida pela adi¢do da intercamada de NP-Al
também foi analisada por XPS. No espectro de varredura foram observadas as bandas de
oxigénio (Ols, ~532 eV), nitrogénio (N1s, ~400 eV) e carbono (Cls, ~285 eV), sendo os
elementos presentes na poliamida (Figura 23). Informacdes detalhadas da composi¢ao atomica

e ligagdes quimicas estdo apresentadas no APENDICE E.

Figura 23. Composi¢do de elementos quimicos da superficie das membranas por espectro de varredura
de XPS.
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A deconvolugdo da banda Ols mostra a presenga dos grupos N-C=0 e O-C=0,
formados a partir da reacdo do grupo cloreto de acila do TMC com MPD e com d4gua,
respectivamente, caracteristicos da poliamida (Figura 24). Quanto maior a razao de N-C=0/O-
C=0, maior o grau de reticulacao. O aumento das NP-Al incorporadas resultou na diminui¢ao

da propor¢do do grupo carboxila (533,1 eV) de 38,8% em MC para 33,8%, 28,8% e 7,5% em
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MH, respectivamente, confirmando a diminuicdo de grupos carboxila e o aumento da

reticulagdo observados na analise de FTIR.

O aumento da reticulagdo pode ser explicado pela elevada hidrofilicidade das NP-Al
(MEHRNIA; MOJTAHEDI; HOMAYOONFAL, 2015) podem reter mais moléculas de MPD
na superficie e diminuir a difusio do monomero de amida para a fase organica durante o
processo de polimerizagdo interfacial. O aumento de MPD na intercamada aumenta relagdo
MPD/TMC e aumenta a viabilidade de MPD reagir com TMC, formando uma camada mais
densa e reticulada. Ainda, a difusdo mais lenta do MPD pode formar uma camada mais fina
(DAL LI; WANG, 2020; WU et al., 2019). Dai et al. (2020) em sua revisao de literatura sobre
intercamadas na formagdo de PA, reportaram que a espessura média da poliamida com a
intercamada ¢ tipicamente mais que 60% menor que as das membranas convencionais, o que

pode contribuir para maior permeabilidade de dgua.

Tais resultados podem ter importante implicagdes quanto a propensao a incrustacdo na
superficie da PA. Estudos mostram que a densidade de grupos carboxilicos na superficie de
membranas, os quais sdo resultado da hidrélise de grupos de cloreto de acila que ndo reagiram
durante a polimerizacdo interfacial, tem influéncia na propensao a incrustagdo em membranas
TFC-PA (LI; ELIMELECH, 2004; MO et al., 2011). Na presenc¢a de ions de célcio, os quais
sdao comuns em efluentes secundarios, grupos carboxila da superficie da membrana podem
formar ligagdes de célcio com incrustantes organicos, bactéria e EPS, aumentando a adesao

destes na superficie da membrana (MO et al., 2012; XIE et al., 2015).
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Figura 24. Cls e Ols espectros, identificando a reducao de acidos carboxilicos na camada de poliamida

com o aumento de NP-Al na intercamada.
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Devido a importancia da densidade de grupo carboxila na incrustacdo da membrana de
PA, foi provida uma confirmagdo adicional da redug¢do do grupo carboxila por um teste
quantitativo baseado na afinidade da prata (Ag) com grupo carboxila e na quantificagdao da Ag
por ICP-MS, apds contato com a superficie da membrana e posterior eluicdo (CHEN et al.,
2017). Embora as quantidades de grupo carboxila das diferentes membranas nao apresentaram
diferenca significativa, foi verificada uma tendéncia em todas as réplicas, as quais confirmam
o decrescimento da densidade de grupos carboxila, decaindo em média de 2,54 sitios/nm? em

MC para 1,4 sitios/nm? em MH, que foi a maior concentragio de NP-Al aplicada (Figura 25).

Figura 25. Confirmag¢do da reducdo de grupos carboxila por método quantitativo (sitios/nm?) baseado
na afinidade da prata com grupo carboxila, quantificagdo de prata por ICP-MS apds contato com a
superficiec da membrana e eclugdo dos ions. Letras minusculas indicam significincia estatistica

(diferentes letras representando diferenga estatistica) (p <0,05), determinada por One-way ANOVA
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Quanto a carga da superficie, determinada pelo potencial zeta, todas as membranas
apresentaram carga negativa e ndo houve diferenga significativa entre as membranas no pH de
6,5 analisado, com valores de -9,8 mV, -9,97 mV, -10,28 mV e -9,29 mV, para MC, ML, MM
e MH, respectivamente. J4 as cargas dos incrustantes encontrados na literatura sdo de -26 mV
para P. aeruginosa (GRASSO et al., 1996) e -31 mV para BSA (AZARI;, ZOU;
CORNELISSEN, 2014), sendo que mais proximo os valores de potencial zeta da superficie das

membranas com os valores dos incrustantes, maior a repulsao.

A mudanga na composi¢do quimica da superficie induzida pelas NP-Al afetou as

propriedades da superficie da membrana associada com a hidrofilicidade e energia livre de
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superficie. Estas propriedades sdo conhecidas por estarem associadas a propensao de proteinas
e bactérias aderirem a superficie, causando incrustagdo (RICE et al., 2018; SONG et al., 2020).
O angulo de contato entre uma gota de agua séssil e a superficie da membrana (WCA) ¢ um
método muito utilizado como indicativo da hidrofilicidade. Na Figura 26 sdao apresentados os
valores médios de WCA de seis pontos da superficie de cada membrana. O WCA da superficie
de MC foi de 73,0° £ 3,5, o qual ¢ relativamente hidrofébico mas consistente com o WCA de
membranas de poliamida produzidas em laboratério reportado pela literatura (LU et al., 2013;

PANG; ZHANG, 2017).

Apenas na maior concentragdo de NP-Al (MH) a incorporacgdo da intercamada de NP-
Al resultou na variagdo do WCA, tornando mais hidrofobico (89,9° + 5,7). Devido ao WCA ser
influenciado pela rugosidade da superficie, conforme foi demostrado na analise de AFM que
demonstrou as mudangas superficiais para as diferentes concentracoes de AIl-NP. A
hidrofilicidade/hidrofobicidade das diferentes membranas foi confirmada pela determinacao da
energia livre de superficie de coesdo (AGsa) (Equagdo 5). A AGs, utiliza parametros da tensao
da superficie corrigidos pelo fator de correcdao da rugosidade (r) em seu célculo (Equacdes 2 e
3). O sinal e a magnitude de AGs. ¢ uma medi¢ao quantitativa da estabilidade da superficie da
membrana e de incrustantes, separadamente, em agua (BRANT; CHILDRESS, 2004). Quando
AGs, € positiva, a superficie € considerada hidrofilica, enquanto que quando negativa €
considerada hidrofobica (AZARI; ZOU; CORNELISSEN, 2014; BRANT; CHILDRESS,
2004). Os valores resultantes de AGsa mostram que todas as membranas possuem superficies
hidrofobicas. Entretanto, ha um decrescimento na hidrofobicidade em ML e MM com AGs, de
-40,4 e -41,3 mJ/m?, respectivamente, enquanto que MC apresentou AGsa de -49,4 mJ/m?. Dessa
forma, similarmente aos resultados de WCA, a elevada concentracao de NP-Al na intercamada
de MH resultou no aumento da hidrofobicidade, com AGs, de -71 mJ/m?, ao passo que, 0s
incrustadores P. aeruginosa € BSA sdo considerados hidrofilicos baseado nos valores positivos
de AGs de 21,6 e 24,5 mJ/m?, respectivamente. Quanto mais proximos os valores AGs, da
membrana com o AGs, dos incrustantes, menor a afinidade quimica para ocorrer a adesdo. A
incorporacdo de uma intercamada hidrofilica ¢ uma estratégia comum para melhoria da
hidrofilicidade da superficie da PA, apesar dos mecanismos ainda ndo serem totalmente
compreendidos (LI et al., 2019; YANG et al., 2019). O aumento da hidrofilicidade em ML e
MM pode ser atribuido a natureza hidrofilica das NP-Al (PANG et al., 2011; SAFARPOUR;
KHATAEE; VATANPOUR, 2015). Por outro lado, quando a concentragdo de NP-Al aumenta
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e sdo formados aglomerados, a poliamida se torna mais rugosa e as estruturas belt-like podem
prender bolsas de ar em sua estrutura e reduzir a molhabilidade da superficie (RICE et al.,
2018). Assim, para uma boa molhabilidade da superficie das membranas modificadas com NP-

Al, as NP-Al devem ser formadas de modo a evitar aglomeragao.

Figura 26. Hidrofilicidade das membranas apresentada por (A) WCA, no qual, quanto menor o angulo
de contato, mais hidrofilica é a superficie, ¢ (B) AGs, no qual, quanto menos negativa a energia livre,

mais hidrofilica é a superficie. (C) Imagens da gota séssil de agua formada sobre a superficie de cada

membrana.
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Pelo angulo de contato de liquidos padrdes (DI, 4gua nanopura e EG), a forca
termodindmica de interacdo entre a superficie da membrana e o incrustante podem ser
determinados pelo célculo da energia livre de superficie de adesdo (AGad), a qual considera as
energias Liftshitz-van der Waals (AGEY) e acido-base de Lewis (AGA) de adesdo da superficie
entre membrana, incrustante e agua (ZHANG et al., 2019). Dois tipos de incrustantes modelo
foram considerados para avaliagdo da propensdo a incrustagdo das diferentes membranas: a

bactéria P. aeruginosa na formagao de bioincrustagdo em membranas e a proteina BSA na

formagdo de incrustagdo organica (LEE et al., 2017; SANCHEZ, 2018).

Na Figura 27 estdo apresentadas a energia livre de superficie de adesio total (AGad™") €

a contribuicdo dos componentes AG.a"W e AG.a“B. A adicdo de NP-Al para formar a

tot

intercamada em ML e MM resultou em uma AGaq® menos negativa comparado com o controle,

o que indica um decrescimento na atragao entre a superficie da membrana e ambos incrustantes,
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bactéria e proteina (WU et al., 2018). Por outro lado, o elevado aumento na negatividade de
AGad™ de MH sugere que a membrana esta mais propensa a incrustagdo quando a concentragdo
de NP-Al ¢ mais elevada. Ainda, a forca de adesdao das membranas esta principalmente

associada as interacoes acido-base.

Figura 27. Energia livre de superficie de adesdo (AGaq) entre a superficie da membrana e incrustadores,

P. aeruginosa e BSA (quanto mais negativo o valor de AG.q4, maior a atracao).
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Os parametros de tensdo da superficie das membranas, incrustantes e dgua, calculados
estdo expostos na Tabela 2. Todas as membranas sdo consideradas polares devido a presenca
de ambas as forcas polar Y-V e apolar yAB (VAN 0SS, 1993). Apesar de apresentarem maiores
valores de y"V comparado com y*B, os resultados de AG,q indicam as intera¢des acido-base de
Lewis como a for¢a predominante na adesdo de incrustantes nas membranas. Estudos anteriores
também demostraram que as funcionalidades de doador (-) e aceptor (+) de elétrons, as quais
integram o Y como yAB = 2W , foram determinantes na incrustagdo de superficies polares
(SONG et al., 2020; ZHANG et al., 2020a, 2019).

A presenca de mais grupos funcionais doadores de elétrons em ML e MM (7,7 e 7,1
mN/m, respectivamente) comparado com MC (5,1 mN/m) aumentou o pardmetro y e,
consequentemente, aumentou a interagdo com y* da dgua (25,5 mN/m). A maior interagdo com
a dgua forma uma barreira energética que previne a adesdo de P. aeruginosa e BSA, os quais

ndo possuem insignificante y" para interagir (VAN OSS, 1993). Por outro lado, MH apresenta
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grupos doadores de elétrons quase nulos, o que reduz a interagdo com a agua e favorece a
interagdo entre seus grupos aceptores de elétrons (1,7 mN/m) com os grupos doadores de
elétrons da P. aeruginosa ¢ BSA (39,5 mN/m). Isso resulta em um consideravel aumento da
AGag em MH comparado com as outras membranas. Ainda, P. aeruginosa ¢ BSA sao
monopolares com similar funcionalidade de doador de elétrons (y" = 0; y” = 39,5 mN/m), o qual
estd correlacionada com similares valores de AGad. Esses resultados exaltam a importancia do

papel da hidrofilicidade, representado pelo vy, nas interagdes membrana/agua/incrustadores.

Tabela 2. Caracteristicas termodinamicas da superficie das membranas, incrustantes (P. aeruginosa e
BSA) e 4gua. Tensdo superficial de Lifshitz-van der Waals (mN/m) (y V), tensdo superficial acido-base
de Lewis (y“B), componente aceptor de elétrons da tensio superficial (y ) e componente doador de
elétrons da tensdo superficial (y ) e tensdo superficial total (y ).

YW mN/m) yABmN/m) y'(mN/m) y (mN/m) y*°{(mN/m)

MC 38,4 4.6 1,1 5,1 43,1

ML 35,8 5,5 1,0 7,7 41,3

MM 34,5 5,4 1,1 7,1 39,9

MH 34,1 1 1,7 0,2 35,1

P. aeruginosa* 30,7 5.8 0,2 39,5 36,4
BSA* 26,7 0 0 39,5 26,7
Agua* 21,8 51,0 25,5 25,5 72,8

*Dados da literature (GRASSO et al., 1996, KIM; HOEK, 2007; VAN OSS, 1993)

4.2 PROPRIEDADES DE TRANSPORTE

As mudangas fisico-quimicas da superficie da poliamida podem afetar as propriedades
de transporte da membrana com a permeabilidade e rejei¢ao de sais, chamados de os parametros
de eficiéncia das membranas. Na Figura 28 verifica-se a filtragdo de solu¢do de NaCl em ensaio
preliminar realizado em sistema de filtragdo direta a 8 bar (Figura 28 A) e em sistema de filtra¢ao

direta a 15,5 bar (Figura 28B).

No ensaio preliminar as membranas com as NP-Al como intercamada apresentaram um
aumento no fluxo de 4gua de ~39% comparado com o controle de 10,4 L m™ h'! para 14,3-14,7
L m? h'! para as membranas modificadas e a rejeicio de NaCl nio apresentou diferenca
estatistica entre todas as membranas (~86%). O ensaio no sistema de filtragao tangencial seguiu

a mesma tendéncia do ensaio de filtragdo direta, porém com o fluxo de permeado e a rejeicao
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de NaCl mais elevados. O fluxo em 15,5 bar aumentou para 21,2 L m? h™! para MC e 26,5-28,9
L m2 h'! para as membranas modificadas. Apesar da diferente pressdo aplicada, a permedncia
apresentou valores muito semelhantes entre os sistemas, de 1,3 ¢ 1,8 L m?2 h'! bar! para MC e
MH respectivamente. Estes valores condizem a permeancia de membranas de osmose reversa
de diversos trabalhos apresentados na revisdao de Zhao et al. (2020). O aumento do fluxo de
permeado em membranas modificadas com NP-Al pode ser em fun¢do de diversos fatores
apresentados anteriormente como o aumento da rugosidade (aumento da area superficial,
principalmente para MH), menor espessura da camada facilitando a passagem do permeado,
maior afinidade quimica com a dgua, representada pela hidrofilicidade e energia livre de coesao

(apenas para ML e MM) (WANG et al., 2020; WU et al., 2019; YANG et al., 2020).

A rejei¢ao de NaCl ndo ¢ estatisticamente diferente entre as membranas e aumentou
em média 5,3 + 0.7% do sistema de filtracdo direta para o sistema de filtracdo tangencial,
atingindo uma média de 91,2 + 1.1%. Este valor estd um pouco abaixo da maioria das
membranas encontradas na literatura (>95%) (XIE et al., 2012; ZHAO et al., 2020), mas
condizente com alguns trabalhos com membranas preparadas em laboratdrio nas mesmas
condi¢des de concentracdo de NaCl e pressao aplicada (EMADZADEH et al., 2015; RAO et
al., 2003). A maior rejeicao do sistema por filtracdo tangencial pode ter ocorrido por dois
fatores: (1) “efeito de diluicdo”, a maior pressao aumenta o fluxo de 4gua enquanto que o fluxo
de ions permanece inalterado (ZHAO et al., 2012); e (i1) o fluxo do sistema tangencial diminui
a polarizagdo por concentragdo, a qual pode reduzir a eficiéncia de rejei¢do pelo acimulo de
sais na superficie da membrana (LUO; WAN, 2013).

A reticulagdo da poliamida também esta associada ao fluxo de permeado e a rejeicado
de sais, quanto maior a reticulagdo menor o fluxo e maior a rejeigdo devido a formagao de
cadeias mais fechadas (EMADZADEH et al., 2014; GHOSH et al., 2008). Porém, o aumento
da reticulagdo nas membranas com NP-Al, apresentado nas analises de FTIR e XPS, ndo
resultaram na diminui¢do do fluxo € no aumento da rejeicdo. A retengdo e difusdo mais
controlada de MPD na polimerizagdo interfacial da poliamida pode ter contribuido para a
redugdo da espessura da PA, a qual aumentou o fluxo, e manteve a rejeicao pelo aumento da

reticulagdo (WU et al., 2019).
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Figura 28. Propriedade de transporte das membranas. Fluxo de permeado (L m™ h™) e rejei¢do de NaCl

(%), 2000 mg/L, em (A) filtracao direta a 8 bar e (B) filtragdo tangencial a 15,5 bar.

BFluxo de permeado BRejeigdo NaCl BFluxo de permeado BRejeigdo NaCl
< 35 100 T 35 100
5 30 a x apd 3P ?a
e 95 = £ 30 | a {1 95
= 25 a a < = [ S
I ©
g 20 a a a a 85 =z 8 20 <
3 - p 2 85 9
g 15 b lg a; 15 | O
2 10 {180 35 o 80 .2,
o [ o 9 0T &
S 5 {75 X o 5 175
g :
= 0 70 D o 70

4.3 PROPRIEDADES ANTIADESIVA DE BACTERIA E VIABILIDADE CELULAR
4.3.1 Adesao de bactérias e viabilidade celular

O efeito da intercamada de NP-Al na adesio de bactérias foi avaliado
experimentalmente por dois métodos quantitativos, (1) UFC de P. aeruginosa e (i1) marcagao
das células vivas e mortas seguido de observag@o por microscopia de epifluorescéncia. Ambos
os métodos possuiram tempo de contato de 3 h entre a superficie das membranas e células de
P. aeruginosa.

Na Figura 29 sdo apresentadas a contagem de colonias em valor absoluto e a redugao
em comparagdo com o controle. A adi¢do de NP-Al na intercamada resultou consideravel
reducdo na adesdo de bactérias comparadas com o controle, sendo a redugdo de 65,6%, 67,8%

e 42% para ML, MM e MH, respectivamente.
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Figura 29. UFC de P. aeruginosa apds 24 h de crescimento em placas de cultivo (conforme mostrado
na imagem a direita) e porcentagem de redugdo de UFC das membranas com intercamada de NP-Al

comparadas com o controle.
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Para as analises de microscopia de epifluorescéncia, as células das bactérias vivas e

(UFC) de P. aeruginosa
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mortas foram marcadas usando Syto9 e iodeto de propideo, respectivamente. Diferentemente
do método de UFC, por microscopia de epifluorescéncia, a quantificagdao foi realizada por
contagem de células de P. aeruginosa na superficie das membranas. Na Figura 30A esta
apresentada a contagem de células vivas, mortas e o total de cada imagem de microscopia de
0,0029 cm? e o desvio padrdo entre a células de cada imagem. Comparado com MC, o qual
apresentou adesao média total de 207,7 células, o nimero de células aderidas foi reduzido em
ML e MM para 142,8 e 139,4, correspondendo a 31,2% e 32,9% de redugdo. Ambas as
membranas ML e MM mostraram menor adesdo celular, porém maior viabilidade comparado
com MC, aumentando de 67% a viabilidade de MC para 99% e 74% para células de ML e MM,
respectivamente (Figura 30B). Esses resultados sdo indicativos de que, diferentemente das
nanoparticulas utilizadas como recobrimento no controle da incrustacdo, as quais o principal
mecanismo ¢ propriedade biocida (PERREAULT et al., 2016), o mecanismo das membranas
no NP-Al na intercamada sdo predominantemente de adesdo pela modificagdo das
caracteristicas da superficie da PA.

Por outro lado, na concentracdo de NP-Al mais elevada (MH) foi observado um
elevado niumero de bactérias aderidas, com 564,3, 275% do valor total do controle, e que
apresentaram baixa viabilidade celular (3%). Pela imagem de microscopia de fluorescéncia da
Figura 30 ¢ possivel observar uma grande agregagao de bactérias mortas. Mesmo inativadas, as

bactérias t€m um importante papel na formagao da biofilme, podendo revestir a superficie de
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membranas e servir como ponte para a adesdo de células vivas que podem se multiplicar e
proliferar (CHOUDHURY et al., 2018; ENCINAS et al., 2020).

A propriedade biocida de MH nao era esperada para uma camada de poliamida e pode
ser explicada por alguns fatores de interagdes membrana-bactéria e bactéria-bactéria. O contato
entre NP-Al, a qual pode ter emergido da camada de poliamida em fun¢do dos grandes
agregados formados em MH, e as bactérias podem resultar na inativacao da célula pelo dano na
membrana celular ou por estresse oxidativo (ANSARI et al., 2014; BHUVANESHWARI et al.,
2016; PAKRASHI et al., 2014; PARHAM et al., 2016), até em pequenas concentragdoes de NP-
Al (BHUVANESHWARI et al., 2016; PAKRASHI et al., 2011). Ainda, as bactérias podem ter
se acumulado em regides altamente propensas para adesdo como os vales formados pelas
estruturas belt-like, as quais podem sofrer estresse pela redu¢ao de mobilidade e podem resultar
em morte celular (CHANG; WEEKS; DUCKER, 2018). Da mesma forma, os menores picos
da estrutura da poliamida de ML podem ter contribuido para a elevada viabilidade celular.

A viabilidade celular também esta relacionada com as caracteristicas individuais de
cada bactéria. J& foi demonstrado previamente que bactérias gram-negativas, como a P.
aeruginosa, sdo mais susceptiveis a deformacgdes mecanicas que bactérias gram-positivas

devido a menor rigidez de suas membranas celulares (HASAN et al., 2013).
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Figura 30. Adesdo e viabilidade de P. aeruginosa na superficie das membranas comparadas com o
controle, quantificadas por imagens de microscopia de epifluorescéncia utilizando o software Imagel
(n=10) (barra de escala: 50 um). (A) Células x 10* por area (cm?) de superficie da membrana; (B)
viabilidade celular (%) representada pela porcentagem de células vivas; (C) Micrografias de microscopia

de epifluorescéncia, onde células vivas e mortas correspondem a fluorescéncia verde e vermelha,

respectivamente.
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Comparando os métodos de quantificagdo de P. aeruginosa por UFC e de microscopia
de epifluorescéncia, os resultados de reducdo de coldnias/células vivas de ML e MM (em
relagdo ao controle) foram discrepantes entre si. Entre outros fatores, as caracteristicas da
superficie das membranas podem ter ocasionado um estresse que colocou algumas células em
um estagio de dorméncia tardio as quais sdo conhecidas como células vidveis mas ndo
cultivaveis (VBNC, viable but non-culturable) (MANGIATERRA et al., 2020). Mesmo

expondo as células novamente em condi¢des favoraveis, como as placas de cultivo, ndo ¢ o
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suficiente para a recupera¢ao imediata de toda a atividade metabolica das VBNC. Ainda, em
termos de controle de bioincrustacdo, o método de microscopia de epifluorescéncia fornece o
numero de células mortas, as quais, como mencionado anteriormente também podem contribuir
para a formacao do biofilme e que foi importante para a avaliagdo do mecanismo anti-

incrustante das membranas, principalmente para MH.

4.3.2 Adesao de proteina

A adesdo da proteina BSA foi quantificada pela fluorescéncia de uma molécula
fluorescente conjugada com o BSA, o FITC, apds 3 horas de contato com o a superficie das
membranas. Similarmente a adesdo de bactérias, a adesdo de BSA, representada pela
fluorescéncia verde nas imagens de microscopia de epifluorescéncia (Figura 31), decresceu
82% e 84% para as membranas ML e MM em relacdo a MC, enquanto que para MH houve um
aumento na fluorescéncia de 649% do valor do controle. Portanto, ML ¢ MM mostraram
reducdo na propensdo a incrustagao de proteina, enquanto que a elevada quantidade de NP-Al
da intercamada de MH drasticamente aumentou a deposicdo de BSA na superficie da
membrana.

Conforme mencionado anteriormente, a formacdo de uma camada de agua em
membranas mais hidrofilicas como ML e MM, podem ter contribuido para diminuicao da
adesdo de BSA. Ao mesmo tempo, o aumento da hidrofobicidade de MH contribuiu para a
maior interagdo entre a superficie da membrana e o BSA. Ainda, a elevada rugosidade de MH
pode ter contribuido para a adsor¢do de FITC-BSA entre os vales das estruturas belt-like. No
estudo de Takzawa et al. (2017) também foi relatado o aumento de adesdo de FITC-BSA com
o aumento da rugosidade e a diminui¢do da hidrofilicidade em membranas de PA.

Para determinar a propriedade adquirida pelas membranas modificadas com a
intercamada de NP-Al que mais influenciou nas propriedades adesivas das membranas a

bactéria e proteina, foi realizada uma analise estatistica de correlagao.
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Figura 31. Média da fluorescéncia de FITC-BSA, por quantificacdo de pixels verdes das imagens de

microscopia de epifluorescéncia utilizando software (n=10) (escala da barra: 100 pm).
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4.3.3 Analise estatistica de correlagao

As propriedades da superficie de diferentes membranas foram correlacionadas com a
deposicdo de células de P. aeruginosa (método de microscopia de fluorescéncia) e BSA
utilizando andlise de regressdo com o intuito de identificar as mudangas mais relevantes na
propriedade da superficie induzidas pelas NP-Al a quais resultaram no decrescimento da
deposicao de incrustantes para ML e MM. Regressdo linear simples foi realizada como etapa
inicial para a sele¢do da analise de regressao multipla. Alguns parametros utilizados sao
intrinsicamente correlacionados, como por exemplo, Rq € Rmax; € AGsa € WCA, o0s quais foram
incluidos apenas para identificacdo de qual desses parametros seriam os mais Uteis para prever
a incrustacdo de bactérias e proteinas. A regressdo linear foi realizada utilizando o software
estatistico R (v. 4.0.2).

As Uunicas propriedades que foram estatisticamente significativas (p < 0,05)
correlacionadas com a adesdo de bactérias foram AGs, € WCA (Tabela 3). Entretanto, essas
propriedades sdo intrinsicamente dependentes e com WCA sendo dependente de AGsa, apenas
AGs, foi considerada. Adicionando os parametros de rugosidade e densidade de grupos
carboxila a0 AGs. na analise de regressdo multipla, ndo foi observada uma melhora na
significancia do modelo, e, consequentemente, AGsa foi evidenciada como a caracteristica
determinante na adesdo de bactérias nas diferentes membranas. Esta conclusdo estd de acordo
com o estudo de Grossman et al. (2019), os quais identificaram, utilizando analise de regressao
multipla, que a energia livre de superficie foi o parametro mais importante na bioincrustagao

de membranas de ultrafiltracdo. Similarmente, a energia livre de superficie foi identificada
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como o parametro mais determinante na bioincrustacdo de espacadores de membranas de
polipropileno (RICE et al., 2018).

No que se refere a adesao de proteina, ainda que AGs, tenha apresentado menor valor
de p na regressao linear, nenhuma propriedade teve valor significativo de correlagdo (p>0,05)
com a adesdo de BSA. Este resultado sugere que outros fatores, como interagdes entre
incrustantes (MA et al., 2019a) ou a presenca de ions (MIAO et al., 2015) podem ter colaborado
para a adesdo da proteina na superficie quando comparado com a boa correlagao da AGsa com

a adesdo da bactéria.

Tabela 3. Parametros da analise de regressdo linear para correlagdo entre propriedades da superficie e

adesdo de células de P. aeruginosa ¢ BSA nas diferentes membranas.

Propriedades da Coeficiente Erro Padrao Valor-p
superficie angular
Ry 6,759 3,035 0,156
% Rinax 9,538 4,238 0,153
E’J -COOH -83,65 178,59 0,686
§ WCA 12,711 1,464 0,013*
= AGsa -8,7183 0,4224 0,00234*
Rq 0,1413 0,0133 0,428
Rimax 0,1599 0,2182 0,54
‘g -COOH 1,64 5,688 0,8
WCA 0,3092 0,1765 0,222
AGgsa -0,2331 0,0958 0,135

Nas Figuras 32 e 33 estdo apresentados os ajustes ao modelo de regressao linear das
propriedades da superficie da membrana com a resultante adesdo de P. aeruginosa e BSA,
respectivamente, na superficie das membranas, incluindo AGaq como um previsor da adesao.
Para a adesdo de P. aeruginosa a AGaq apresentou um 6timo ajuste, com R? = 0,9924, enquanto
que para adesdo de BSA o valor de R? foi de 0,687, reforcando a ideia de que o BSA possui
outras interagcdes que nao estdo englobadas na energia livre termodinamica de Gibbs.

Figura 32. Ajustes ao modelo de regressdo linear das propriedades da superficie da membrana (Rq,

Rmax/10, -COOH, WCA, AG;. e AG.q) com a resultante adesao de células de P.aeruginosa na superficie
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das membranas MC, ML, MM e MH (R? mais préximo de 1, melhor o ajuste), considerando a contagem

por imagem de microscopia de 0,0029 cm?.
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Figura 33. Ajustes ao modelo de regressdo linear das propriedades da superficie da membrana (Rq,
Rmax/10, -COOH, WCA, AGs. ¢ AGag) com a resultante adesdo de BSA (em u.a.) na superficie das
membranas MC, ML, MM e MH (R? mais proximo de 1, melhor o ajuste).
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4.4 BIOINCRUSTACAO DINAMICA

Apesar das analises de deposi¢ao estatica de bactéria e proteina sugere promissora
resisténcia a incrustacao para ML e MM, a formacao de biofilme em sistemas de membranas

também sera influenciada por condi¢des hidrodindmicas do canal de alimenta¢do assim como
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a dinamica de formag¢ao do proprio biofilme, o qual envolve divisdo celular e producao de EPS
(CHONG; WONG; FANE, 2008). Para isso, a propensdo a bioincrustagdo das diferentes
membranas foi avaliada sob condigdes operacionais dindmicas usando um sistema osmose
reversa de escala de bancada. Quando operado com o efluente sintético secundario
suplementado com P. aeruginosa (2,5 x 10® células/L) como 4gua de alimentacdo, todas as
membranas apresentaram redu¢do do fluxo devido a formagao de biofilme na superficie (Figura
34A).

Apos aproximadamente 24 h de operagao, o fluxo de permeado da membrana controle
declinou 51%, enquanto que, para as membranas ML e MM, o fluxo de permeado apresentou
um menor declinio de 37% e 26%, respectivamente (Figura 34B). Ainda, a membrana MH, a
qual teve a maior deposicao de bactéria e proteinas em condigdes estaticas, também apresentou
o maior declinio de fluxo, com reducao de 67% de fluxo durante o ensaio de bioincrustagao
dinamica. Os resultados de bioincrustacao dinamica estdo em concordancia com os ensaios de
deposicao estatica de bactéria e proteinas e confirmam a menor propensao de incrustagdo nas

membranas ML e MM.

Figura 34. Declinio do fluxo normalizado durante (A) e ap6s (B) 1350 min de filtragdo com efluente

sintético contendo P. aeruginosa.

1 100
~ B
3 08 S 80 - d
) Q -
T 06 5 604 a
N v
£ 04 ° 40 - b .
5 =
Z 0,2 - S 20 -
g ’ ==MC =—ML —MM MH 8
E 0 T T T O -
0 400 800 1200 MC ML MM  MH

Tempo (min)

A quantificacdo e morfologia do biofilme formado apds o ensaio de bioincrusta¢do
dindmica foi determinada por OCT. Na Figura 35 estdo apresentadas as areas de sessdo
transversal do biofilme formado por comprimento de membrana. Em concordancia com a
diminui¢do do fluxo de permeado, a formac¢do de biofilme foi menor para ML e MM, e maior

para MH em comparagdo com o controle. O elevado declinio de fluxo de MH revela que para
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membranas modificadas com NP-Al, a baixa deposicao de proteina e bactéria ¢ mais importante
que a inativacdo das células para a resisténcia a formacdo de bioincrustagdo dinamica,

observado em MH.

A magnitude da formagdo de biofilme na superficie da membrana MH foi
inesperadamente mais baixa comparada com a discrepancia entre as demais membranas nos
ensaios de bioincrustagao estatica. Este resultado pode ser consequéncia de diversos fatores, os
quais incluem as diferentes concentragdes de células utilizadas no ensaio estatico e dinamico,
as quais envolvem complexos processos de interagdo entre as células e também pela presenca
de CaClxno efluente sintético usado neste experimento. Como discutido anteriormente, o calcio
¢ conhecido por induzir a incrustacdo organica pela formacdo de pontes entre &cidos
carboxilicos presentes tanto em bactérias quanto na camada de poliamida da membrana (XIE
et al., 2015) e a baixa concentragdo de grupos carboxila na superficie de MH pode ter
desacelerado a inicio da adesdo de P. aeruginosa. Outro fator que pode ter colaborado para a
magnitude mais baixa de formacao de biofilme em MH ¢ sua baixa viabilidade em funcdo de
células mortas serem conhecidas por ser mais facilmente separadas da superficie da membrana

pela lavagem hidraulica (SAEKI et al., 2016).

Figura 35. Area de sessdo transversal do biofilme formado (um?) por comprimento de membrana
(amostras de 2 mm) apds ensaio de bioincrustagdo dindmica, quantificado pela analise de imagens 2D,

adquiridas por OCT, no software Imagel.
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Imagens de 3D mostram a morfologia e distribui¢do do biofilme na superficie das
membranas (Figura 36). O biofilme nas membranas ML e MM apresentou-se como uma
camada fina e bem distribuida em comparagdo com as estruturas mushroom-like (tipo
cogumelo) do biofilme de MC e MH. A distribui¢ao ndo homogénea do biofilme na superficie
de MC pode estar relacionada a um estagio menos avancado de desenvolvimento do biofilme
em comparacdo com MH e/ou pode ter relagdo com a presenca de picos mais largos na
superficie de MC mostrados pela analise de AFM, os quais podem agir com barreiras para o
fluxo do efluente sintético e resultar na formacao de locais na superficie da membrana com
menor fluxo, as quais sdo mais propicias para a adesdo de bactérias e proteinas (GOH et al.,

2019).

Figura 36. Imagem 3D representativa de OCT de biofilme formado na superficie das membranas apos

ensaio de bioincrustagdo dinamica.
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4.5 CONSIDERACOES FINAIS

Nesta tese foi demonstrado que a intercamada de NP-Al utilizadas como um modelo
para a formacao da camada de poliamida pode melhorar a resisténcia a bioincrustagao e a
incrustacao organica de membranas de dessalinizagdo, sem comprometer a rejeicao de sal e
fluxo de permeado.

A presenga de uma intercamada de NP-Al resultou em mudangas estruturais e quimicas
do filme fino de poliamida. Com estas constatagdes, a primeira hipdtese que afirma: “A
incorporagdo de uma intercamada hidrofilica de nanoparticulas de aluminio provoca
modificagdes no processo de formagdo da poliamida devido a melhor distribuigdo e retengao
de m-fenilenodiamina (MPD), um dos mondmeros formadores da poliamida” pode ser
considerada verdadeira considerando a formacdo de diferentes estruturas, aumento da
rugosidade, diminui¢@o do grau de reticulagdo, mudancas na hidrofilicidade e na energia livre
de superficie.

As membranas com incorporagdo de NP-Al na intercamada em baixa (ML) e média
(MM) concentragdo apresentaram menor adesdo para P. aeruginosa e BSA, porém na mais alta
concentracdo de NP-Al testada (MH) houve o efeito contrario, aumentando a incrustagdo em
comparagdo ao controle. Com isso, podemos considerar também a segunda hipdtese “o filme
fino de poliamida resultante da incorporacao da intercamada de NP-Al possui menor adesao
dos incrustantes testados (bactéria Pseudomona aeruginosa e proteina albumina de soro bovino
- BSA), devido ao aumento da hidrofilicidade da superficie, formando uma barreira de dgua
entre a superficie da membrana e os incrustantes” como verdadeira apenas quando as NP-Al se
apresentam homogeneamente dispersas para formacao da intercamada (ML e MM). A presenca
de aglomerados na maior concentragao aplicada (MH) aumentou a rugosidade da superficie e
reduziu a energia livre de coesdo da superficie, o que resultou no aumento da incrusta¢do da
membrana. Ainda, os pardmetros de hidrofilicidade representados pela WCA e pela energia
livre de coesdo apresentaram a melhor correlacio com a adesdo de bactéria e proteina,
confirmando a hipotese.

A estratégia de modificacdo da camada superficial da membrana pela incorporacao de
uma intercamada possui diversas vantagens em comparag¢do com aplica¢des de nanoparticulas
na matriz polimérica ou na superficie da poliamida devido a propriedade anti-incrustante das

membranas com intercamada de nanoparticulas ser intrinseca as propriedades da poliamida. Em
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comparagdo, nanoparticulas aplicadas na matriz tem alta tendéncia a aglomeracdo e
recobrimentos anti-incrustantes aplicados externamente a superficie da membrana podem ser
lixiviados e ser perdidos ao longo do tempo.

Portanto, os resultados desta tese fornecem resultados promissores e discussoes sobre
0s mecanismos envolvidos na propriedade anti-incrustante resultante do uso de NP-Al como
intercamada na fabricagdo de membranas de dessalinizagdo. Contudo, ainda sdo necessarios
mais estudos de otimizagdo do tamanho, tipo e concentra¢ao de nanoparticulas para determinar

o uso de intercamada de nanoparticulas como uma estratégia anti-incrustante.
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5 CONCLUSAO
Com base nos objetivos e nos resultados obtidos na pesquisa foi possivel concluir que:

— O recobrimento do suporte de polissulfona com polidopamina, juntamente com a formacao
de NP-Al utilizando um precursor e um agente redutor, ¢ um eficiente método de formacgao
de uma intercamada de NP-Al, porém ha um limite de concentragdo dos reagentes da
reacdo de formagado das nanoparticulas, que, quando ultrapassado, resulta em formacao de
particulas aglomeradas e de tamanhos diversos;

— A intercamada de NP-Al ¢ capaz de modificar diversas caracteristicas da camada de
poliamida relacionadas com a bioincrustacdo. O aumento da concentragdo das NP-Al na
intercamada esta principalmente relacionado com o aumento da rugosidade e diminui¢ao
de grupos carboxila. A homogeneidade das intercamadas ML e MM propiciaram
modificagdes no processo polimerizacao interfacial que resultou no aumento a presenca de
grupos doadores de elétrons decorrente do —OH presente no entorno das NP-Al, e em
consequéncia, no aumento da hidrofilicidade dessas membranas;

— A propriedade de transporte das membranas foi melhorada com a incorporagdo da
intercamada pela adi¢do de rugosidade, diminuicdo da espessura e aumento da reticulacao,
a qual foi o suficiente para aumentar o aumento do fluxo de permeado sem reduzir a
rejei¢ao de NaCl.

— A intercamada de NP-Al melhorou a resisténcia a adesdo de P. aeruginosa e BSA para as
amostras que apresentaram intercamadas mais homogéneas (ML e MM). A hidrofilicidade
e a energia livre da superficie foram as caracteristicas da poliamida que tiveram maior
correlacdo com a diminui¢do da adesdo de P. aeruginosa e BSA, sendo mais relacionadas
com a bactéria do que com a proteina. A aglomera¢ao de NP-Al em MH possui influéncia
na viabilidade celular, que pode ser atribuida ao contato direto entre NP-Al e bactéria e/ou
a diminui¢do da mobilidade das bactérias acumuladas na superficie mais rugosa de MH;

— Ensaios estaticos de adesdo de P. aeruginosa apresentaram boa representatividade em
relacdo a sistemas dinamicos de filtracdo por osmose reversa. A menor deposicdo de
bactérias na superficie foi mais importante que a inativacao das bactérias na formacgado da
bioincrustacao sob condi¢des dinamicas. Além das diferentes concentracdes de bactéria
utilizada nos ensaios estaticos e dindmicos, a diminui¢cdo dos grupos carboxila de MH,
juntamente com a hidrodindmica do sistema, também pode ter reduzido a intera¢do entre

membrana e bactéria, diminuindo a magnitude da formagado do biofilme.
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6 RECOMENDACOES

Com base nos resultados apresentados, recomenda-se para trabalhos futuros:

Uma maior otimizacdo dos pardmetros de formagdo da poliamida utilizando as
concentragdes de NP-Al da intercamada utilizadas no presente trabalho (ML e MM), de
modo a atingir rejei¢des proximas as membranas de osmose reversa comerciais (acima de
95%);

Realizacdo da anélise de microscopia eletronica de transmissao para avaliar de forma mais
detalhada a disposi¢ao das NP-Al na membrana, bem como a espessura da camada de
poliamida das membranas modificadas com NP-Al;

Realizacdo de ensaios de lixiviagdo de NP-Al da membrana e avaliar seu potencial efeito
toxico;

Investigacao das vias de agdo toxica da superficie das membranas em bactérias gram-
negativas e gram-positivas;

Avaliacdo da formacao de bioincrusta¢ao dinamica ap6s limpezas das membranas.
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APENDICES

APENDICE A — Defini¢iio da espessura da membrana de polissulfona

A determinacao da espessura ideal levou em consideragao o maior fluxo de membranas
mais finas e a resisténcia a pressdo de membranas mais grossas. A Figura abaixo apresenta a
relacdo da espessura real com o fluxo de permeado e com a espessura no Dr. Blade®. Apenas
espessuras reais abaixo de 90 um apresentaram aumento significativo no fluxo de permeado,
sendo mais vantajosas em termos de propriedades de transporte. Entretanto, membranas com
espessuras abaixo de 100 pum apresentaram baixa resisténcia mecanica € rompiam com
frequéncia sob pressao, mesmo colocando suporte de TNT como apoio. Membranas com espessura
acima de 120 um por outro lado apresentam enrugamento nas bordas ao serem imersas no banho
de precipitacdo, comprometendo a homogeneidade da formagdo dos poros. Membranas com
espessura de ~110 um apresentaram maior homogeneidade de poros e entre as réplicas, sendo
selecionada como espessura ideal. Para atingir essa espessura, foi ajustado o Dr. Blade para 180

um e a espessura final de ~110 um foram checadas.
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APENDICE B — Determinagio do tempo de espera antes do banho de imersio.
Sessdo transversal do suporte de polissulfona com os tempos de 0, 30, 60 ¢ 90 s de evaporacdo antes da

imersdo no banho de precipitacdo do método de inversao de fases.
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APENDICE C — Pardmetros para o calculo das tensdes superficiais.

Angulo de contato de liquidos padrdes de SFE, DI, 4dgua deionizada ¢ EG formados na
superficie de cada membrana e valores padroes de tensdo superficial de Lifshitz-van der Waals (yiw) e
componentes acido-base de Lewis (y{ and y;) (mN/m) utilizados para determinag¢do de pardmetros de

tensdo da superficie das membranas.

Angulo de contato (°) Parametro de tensao superficial (mN/m)*
Liquidos padréges | MC ML MM MH Y ' 1L 7Ot
DI 26,7 37,7 39,0 37,2 50,8 0 0 50,8
Agua deionizada 71,6 71,8 72,9 91,7 21,8 25,5 25,5 728
EG 13,0 23,1 23,1 272 29,0 1,9 47 48,0

*Dados da literatura. Fonte: (HAN et al., 2019; VAN OSS, 2002)

Valores do pardmetro de rugosidade SAD (surface area difference) proveniente da analise de
AFM e valores do fator de correcdo de rugosidade (r) (r = SAD+1) para cada membrana, utilizado no

calculo dos parametros de tenséo superficial.

MC ML MM MH
SAD 0,19 0,18 021 0,21
Correction factor (r) 1,19 1,18 1,21 1,21
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APENDICE D — Imagens do sistema tangencial e da célula de filtragdo com a membrana inserida.

APENDICE E - Composigio atémica (C, N e O) da superficie das membranas, e descrigio das ligagdes
quimicas e dos XPS espectros Cls e Ols para identificacdo da diminuig¢do do grupo (O-C=0).

Composicao atomica (%) MC ML MM MH
Cls 52,0 46,0 48,8 433
N1s 11,9 11,7 9,5 6,3
Ols 36,0 423 41,7 50,7
Cls %

284,9 eV (C-H, C-C, C=C) 33,1 36,2 37,6 38,7
286,4 eV (C-COO, C-CONH) | 34,9 37,8 38,4 41,1

2

287,6 eV (C-N) 18,7 13,5 14,7 12,8
288,9 eV (0O-C=0, N-C=0) 13,4 12,6 9,3 7,4
O1s %

532,0 eV (N-C=0) 61,2 66,3 71,2 92,5

533,1 eV (O-C=0) 38,8 33,8 28,8 7,5
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