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RESUMO

O biorreator de leito mdvel, conhecido pela sigla MBBR (do inglés: moving bed biofilm
reactor), € um equipamento utilizado para remog¢ao de compostos organicos e frequentemente
encontrado nos cultivos aquicolas em sistemas de recirculagdo de dgua devido a sua ampla
gama de vantagens como reducao do consumo de energia, manutencdes simplificadas e plantas
de tratamentos mais compactas em relagdo a outros biofiltros. No entanto, uma das limitagdes
enfrentadas pelos produtores ao utilizarem biofiltros encontra-se no longo periodo de maturagao
que esse sistema precisa para estar apto a nitrificar plenamente. Este trabalho teve o objetivo de
avaliar a melhor estratégia de maturacao do biofilme em um biorreator de leito mdvel com
biomassa aderida em material suporte, utilizando um meio de enriquecimento com NH4Cl e um
meio sem enriquecimento. O experimento foi composto por 2 sistemas de recirculacdo aquicola
independentes, simulando um cultivo de peixes de a4gua doce que produzia uma concentragao
de 1,0 mg/L de NAT. Cada tratamento foi composto por um reservatdrio e dois biorreatores
experimentais que receberam os materiais suportes para a colonizagdo da biomassa aderida. Os
resultados indicaram que os biorreatores do tratamento enriquecido tiveram um desempenho
mais lento, levando 29 dias até atingir a maturag¢ao, enquanto o tratamento enriquecido levou
27 dias. Os resultados sugerem que o processo de nitratagdo no tratamento controle obteve um
desempenho superior do que os biorreatores enriquecidos. A espécie Candidatus Nitrospira
defluvii responsavel por atuar no processo de nitrificacdo, se tornou mais abundante no
tratamento controle onde representou 23% da composi¢do do biofilme, enquanto o tratamento
enriquecido apresentou apenas 3%. O estudo concluiu que o processo de maturagao de MBBR
utilizando NH4Cl no enriquecimento foi mais lento que o tratamento sem o enriquecimento.
No entanto, ambos os tratamentos tiveram uma velocidade de maturacao satisfatoria, levando
menos de 30 dias. O que se pode constatar que o uso de meios sintéticos como NH4Cl e acetato
de sddio como fontes de C:N associado ao efluente de Pimelodus Maculatus durante o processo
de partida, tiveram um beneficio importante no tempo de maturagao.

Palavras-chave: Aquicultura; nitrificagdo; biofiltro; partida; RAS.



ABSTRACT

The moving bed biofilm reactor, known by the acronym MBBR, is an equipment used for the
removal of organic compounds and frequently found in recirculation aquaculture systems due
to its wide range of advantages such as energy consumption, simplified maintenance and more
compact treatment plants compared to other biofilters. However, one of the limitations faced
by producers when using biofilters is the long maturation period that this system needs to be
able to fully nitrify. This work aimed to evaluate the best biofilm maturation strategy in a
moving bed bioreactor with biomass adhered to a support material, using a medium enriched
with NH4Cl and a medium without enrichment. The experiment consisted of 2 independent
aquaculture recirculation systems, simulating a freshwater fish culture that produced a
concentration of 1.0 mg/L of TAN. Each treatment consisted of a reservoir and two
experimental bioreactors that received support materials for the colonization of the adhered
biomass. The results indicated that the enriched treatment bioreactors had a slower
performance, taking 29 days to reach maturation, while the enriched treatment took 27 days.
The results suggest that the nitration process in the control treatment performed better than the
enriched bioreactors. The Candidatus Nitrospira defluvii species, responsible for acting in the
nitrification process, became more abundant in the control treatment where it represented 23%
of the biofilm composition, while the enriched treatment presented only 3%. The study
concluded that the maturation process of MBBR using NH4Cl enrichment was slower than the
treatment without enrichment. However, both treatments had a satisfactory maturation speed,
taking less than 30 days. It can be seen that the use of synthetic media such as NH4Cl and
sodium acetate as sources of C:N associated with the effluent of Pimelodus Maculatus during
the start-up process had an important benefit in the maturation time.

Keywords: Aquaculture, nitrification, biofilter, start-up, RAS.
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1  INTRODUCAO

1. PANORAMA ATUAL DA AQUICULTURA

A tendéncia de que a aquicultura se torne a principal fonte de alimentos aquaticos nos
proximos anos esta cada vez mais proxima devido a estabilizagdo da captura pesqueira, que
desde a década de 90, se mantem em 90 milhdes de toneladas por ano (FAO, 2020). A produgao
aquicola mundial ultrapassou 82,1 milhdes de toneladas em 2018, sendo a maior parte da
produgdo encabegada por peixes de agua doce seguido por plantas aquaticas, moluscos,
crustaceos, peixes diadromos e peixes marinhos. A Asia contribui com a maior parte da
producio global aquicola, totalizando cerca de 59% da produgio total, seguido pela Africa e
Europa (FAO,2020).

Em um ano marcado pelos fortes impactos da pandemia nos setores industriais, o papel
do agroneg6cio, em especial da aquicultura, foi fundamental para amenizar os impactos na
economia brasileira. A producao de peixes no Brasil teve um resultado positivo no ano de
2020 com um crescimento de 5,93 %, grande parte liderada pela produg¢ao de tilapia que aingiu
a marca de 486.155 toneladas produzidas (Peixe BR, 2021).

Além de fatores econdmicos e sociopoliticos, o crescimento da aquicultura tem sido
possivel devido a uma diversidade de sistemas e espécies de cultivo que permite que a atividade
seja praticada numa série de ambientes e habitats, desde mares abertos a bacias fluviais (FAO,
2021). A intensidade da aquicultura também varia de acordo com sistemas de cultivos, desde
intensivos e recirculantes a sistemas extensivos que dependem largamente do ambiente para a
alimentacdo e manutengdo da qualidade da agua (FAO, 2017).

Atualmente, ha uma tendéncia de uma intensificag@o sustentavel da aquacultura, afim
de responder ao aumento de exigéncias ambientais por orgdos governamentais em relacdo a
produgdo animal (FAO, 2020). A intensifica¢do sustentavel neste contexto esta definida como
sistemas de producdo aquicola ou tecnologias e praticas de gestao que melhoram a eficiéncia
na produgdo e utilizagdo de recursos naturais (FAO, 2022).

Para suprir essas demandas, tecnologias intensivas como as de recirculagdo de agua
vem sendo utilizadas em diversos lugares, pois posssibilitam uma produgdo elevada e um
impacto ambiental menor do que aqueles encontradas em outros sistemas de cultivo
(TIMMONS; EBBELING, 2010). Um exemplo disso para peixes de d4gua doce ¢ a produgdo de

trutas, que vem sendo conduzida em muitos paises em sistemas de recirculacao aquicola, no
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qual ¢ considerada um dos métodos mais sustentaveis de producdo de peixe (ROQUE
D'ORBCASTEL, 2009).

A tecnologia denominada RAS (do inglés, Recirculating Aquaculture System) &
essencialmente uma tecnologia para a criagdo de peixes ou outros organismos aquaticos,
reutilizando a agua na producdao (HEINEN, et al., 1996). A principio, o método pode ser
utilizado para quaisquer espécies cultivadas em aquicultura, tais como peixes, camardes e
moluscos. No entanto, sao necessarios estudos cientificos e tecnoldgicos para se estabelecerem
os parametros de projeto e protocolos de manejo adequado a cada espécie aquicola. A maioria
da producdo ¢é destinada a piscicultura, principalmente de salmonideos (BREGNBALLE,
2015).

Ha muitas vantagens em utilizar a tecnologia de recirculagdo de 4gua, desde o aumento
da produtividade a redu¢do de impactos ambientais (TIMMONS; EBELING, 2010). Em relacao
ao aumento da produtividade, um aspecto importante a ser mencionado ¢ o das doengas. O
impacto dos agentes patogénicos ¢ consideravelmente reduzido num sistema de recirculagao,
pois algumas doengas do ambiente externo sdo minimizadas pela captacdo reduzida de dgua e

o tratamento da mesma.

1.2 SISTEMA DE RECIRCULACAO AQUICOLA (RAS)

O sistema RAS existe hd mais de 60 anos, quando pesquisadores japoneses comegaram
a estudar a tecnologia para reutilizagdo de dgua na aquicultura (MURRAY, 2014; AHMED;
TURCHINTI, 2021; SAEKI, 1958). No entanto, foi na década de 1980 que o RAS foi colocado
em pratica como um sistema de produgdao comercial através do Instituto Dinamarqués de
Aquicultura (WARRER-HANSEN, 2015).

Nas ultimas duas décadas, o RAS se tornou mais popular e houve avangos
significativos no desenvolvimento desse sistema (AHMED; TURCHINI, 2021). Essa
tecnologia tornou possivel o cultivo de peixes em lugares onde as caracteristicas ambientais
ndo eram favoraveis para determinadas espécies alvo (MURRAY, 2014). A tecnologia também
¢ amplamente utilizada em laboratorios de reprodugdo de organismos aquaticos devido o
controle dos parametros da dgua serem fundamentais nesse processo (MALONE, 2013).

Um sistema de recirculacao aquicola € uma tecnologia que permite a reutiliza¢do da
agua do cultivo por meio de uma série de processos de filtragdes (fisicas e bioldgicas) que
permitem o equilibrio dos parametros de qualidade de agua e a homeostase dos organismos

cultivados (TIMMONS; EBELING, 2010). Um RAS devera conter: sistema de clarificagao (ex:
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filtro tambor, sedimentador), biofiltro (MBBR, filtros percoladores), sistema de desinfec¢ao
(UV, 0z6nio) e sistema de desnitrificagdo (TAKEUCHI, 2017; TIMMONS; EBELING, 2010).

Os compostos organicos originarios da decomposicado de ragdo e excrecdo dos
organismos liberam compostos nitrogenados como amoénia e nitrito, que sao toxicos para os
organismos aquaticos (VINATEA, 1997). A etapa de remocado desses compostos pela fitragem
bioldgica ¢ de fundamental importancia para um bom funcionamento do sistema, pois permite
que agua seja reutilizada (TIMMONS; EBELING, 2010).

Existem diferentes sistemas de biofilmes utilizados no tratamento bioldgico da agua,
como reator de leito movel com biofilme (MBBR, sigla em inglés que significa moving bed
biofilm reator), filtros percoladores, contatores biolodgicos rotativos, biofiltros submersos de
leito fixo, biofiltros granulares, biorreatores de leito fluidizado, etc. Todos eles t€ém vantagens
e desvantagens. O MBBR ¢ um biorreator que vem sendo bastante difundido na aquicultura
devido sua baixa perda de carga, baixa colmatagdo e uma elevada conversdao dos compostos
nitrogenados (RUSTEN, 2006).

O MBBR usa um processo de tratamento bioldgico com base no processo convencional
de lodo ativado e reator de leito fluidizado. E um reator de biofilme totalmente misturado e
continuamente operado, onde a biomassa cresce em pequenos elementos poliméricos que sao
um pouco mais leves que a densidade da dgua e sdo mantidos em movimento devido a agitacao
dentro do reator (ODEGAARD et al., 1994).

O conceito basico por tras de um MBBR ¢ ter um reator biofilme operando
continuamente com baixo risco de entupimento, baixa perda de carga e uma area de superficie
de biofilme elevada (ODEGAARD, 2006). A movimentacao continua dos suportes em seu
interior, cujos mecanismos empregados estdo relacionados com o regime de aerac¢do do sistema.
Em reatores aerdbios, nos quais a injecdo de ar ou oxigénio € requerida, pode-se distribuir os
dispositivos aeradores de forma a favorecer a agitagao do meio através de uma vazio adequada.
Alternativamente, em sistemas andxicos/anaerdbios pode-se utilizar impelidores no tanque, os
quais proverao a energia necessaria para manter os suportes suspensos € em movimento
(CARMIATI, 2016).

A alta area de superficie especifica para o crescimento do biofilme ¢ alcangada fazendo
com que o biofilme cres¢a em pequenos elementos transportadores que se movem junto com o
fluxo da agua no reator. Os elementos transportadores de biofilme mais amplamente utilizados,
originalmente desenvolvidos para uso no processo de Leito Mével Kaldnes, sdo feitos de
polietileno (densidade 0,95 g/cm?) e tém a forma de pequenos cilindros com uma cruz dentro

do transportador e aletas ao longo do lado externo do transportador (ODEGAARD, 2006).
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1.3 NITRIFICACAO

O processo de nitrificagao depende da presenga de amonia, que esta ligado a processos
como amonificagao (decomposi¢cdo de compostos organicos de nitrogénio, como aminoacidos
e nucleotideos), fixa¢do de nitrogénio (N2 como fonte de N celular para um pequeno numero
de procariontes ) e reducao dissimilativa de nitrato a amoénia (MADIGAN et al. 2012).

A nitrificacdo € um processo microbiano aerobico composto por duas etapas:
oxidadacdo da amonia a nitrato por bactérias aerobicas oxidantes de amodnia (AOB), que oxidam
amonia a nitrito, e bactérias aerdbicas oxidantes de nitrito (NOB), que oxidam o nitrito em
nitrato (SLIEKERS;STAFSNES, 2005; SUZUKI et al. 1974). Esses dois grupos sao chamados
de bactérias nitrificantes e crescem quimioautotroficamente através de fontes de nitrogénio
inorganico.

O género Nitrosomonas ¢ o mais estudado dentro do grupo AOB. Isso pode ser devido
ao crescimento relativamente rapido de muitas cepas cultivadas em comparagdo com outras
AOB (AAKRA, 2000). Alguns estudos afirmam que Nitrosomonas sdo os mediadores
primérios (AOB) da nitrificagdo biologica (WALLACE; NICHOLAS, 1969), que apesar do
idade continuam sendo afirmados em estudos recentes (SHITU et al., 2022). No entanto, outros
trabalhos questionam esta afirma¢do, nao mostrando nenhum sinal de Nitrosomonas, mas sim
Nitrosospira em biofiltros (SCHRAMM et al., 1998).

AOB obtém energia apenas por oxidacdo de amodnia e assimilando CO> através do
ciclo de Calvin. A oxidagdo da amonia consiste na a¢ao sucessiva de duas enzimas amodnia

monooxigenase (AMO) e hidroxilamina oxidorredutase (HAO).

AMO: NH3 + Oz + 2 + 2H" — NH>OH + H,0 (1)

HAO: NH,OH+ H,0 — NO, + 5H" + 4¢ )

Dois dos quatro elétrons retornam a reacdo AMO por causa de uma proteina de
transferéncia de elétrons, o citocromo c tetraheme (554). Os outros dois sdo redutores para a
biossintese ou passam para um aceptor de elétrons terminal (CHAIN et al.. 2003)

As bactérias oxidantes de nitrito (NOB) sdo classificadas em quatro géneros:
Nitrobacter, Nitrospina, Nitrococcus e Nitrospira. Nitrospina pertencem a classe delta
enquanto Nitrococcus e Nitrobacter pertencem a classe gama e beta, respectivamente

(MADIGAN et al., 2012; TESKE et al., 1994). Nitrospira forma seu proprio filo, como
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mencionado anteriormente. O género Nitrobacter forma um grupo restrito de espécies muito
proximas: Nitrobacter winogradskyi, Nitrobacter hamburgensis, Nitrobacter vulgaris e
Nitrobacter alkalicus. Véarias cepas foram determinadas dentro de cada espécie de lugares de
todo o mundo (BOCK et al., 1990; TESKE et al., 1994).

Ao longo da historia, os membros do género Nitrobacter foram os mais estudados,
pois sdo usados como organismos modelo primdrios para estudar a fisiologia e bioquimica de
NOB. Wallace e Nicholas (1969) também afirmam que Nitrobacter sao os mediadores
primarios (NOB) da nitrificagdo bioldgica. No entanto, muitos estudos questionam esta
afirmacdo, sugerindo que Nitrospira s3o os mais abundantes tanto na natureza quanto nos
biofiltros (MADIGAN et al. 2012; SCHRAMM et al. 1998; SCHREIER et al. 2010).

O NOB ganha sua energia principalmente da oxidacao do nitrito e fixa o CO> através
do ciclo de Calvin. No entanto, varias espécies de Nitrobacter tém a capacidade de crescer em
compostos organicos simples de carbono, como piruvato, acetato, alfa-cetoglutarato e glicerol,
na auséncia de nitrito e também podem crescer anaerobicamente se necessario, no entanto, o

crescimento ¢ tipicamente muito mais lento. (BOCK et al. 1988).

NO; - +0.5 0, > NO3 - 4)

Na cinética da nitrificagdo, se considera o efeito produzido pela limitacdo de OD e
substrato (NH3; e HNOs3), além de dois tipos de inibi¢ao: por substrato e por competicdo (RUIZ;
JEISON; CHAMY, 2003). O pH e a temperatura influenciam diretamente o estado em que o
ion NH3 se encontra, uma vez que determina o equilibrio entre as formas ionizadas e ndo
ionizadas dos substratos (ANTILEO; ROECKEL; WIESMANN, 2003; apud ZOPPAS;
BERNARDES; MENEGUZZI, 2016).

A taxa de oxida¢do da amonia e nitrito ¢ dependente da presenga da concentragdo
desses nutrientes numa solugdo. Em uma solugdo controlada, a nitrificagdo pode expressa pela

equagao de Monod (TIMMONS, EBLING, 2010).

R =Rmax S/(Ks + S) (3)

Onde R: taxa de remocdo de substrato (g/(m?.d")); Rmax: taxa maxima de remogio de
substrato (g/(m?.d")); S: Concentragdo limitante de substrato (mg/L), geralmente, amdnia,
nitrito e oxigénio dissolvido; Ks: metade da constate de saturagdo (mg/L). Duas caracteristicas

importantes dessa reacao € que em concentragdes elevadas de substrato (amoénia >2 mg/L), a
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remoc¢do do substrato se torna uma expressdo de ordem zero, um valor constante. E em
concentragdes baixas (amonia <l mg/L), a relacdo se torna linear de primeira ordem,

proporcional a concentracao de substrato (TIMMONS; EBLING, 2010).

1.4 PARTIDA DE BIOFILTRO

As unidades de producao aquicola que utilizam sistemas de remog¢ao de compostos
organicos, como biorreatores do tipo MBBR, precisam inicialmente maturar os biorreatores para
da inicio ao processo de cultivo, uma vez que um biorreator que ndo estd maturado ndo consegue
converter compostos toxicos para os organismos (TIMMONS; EBELING, 2010,
ODEGAARD, 1998). Diferentes procedimentos foram desenvolvidos para acelerar esse
processo de maturagao, também denominado de partida, que em condigdes naturais, a partir de
microrganismos presentes no ambiente, pode levar de 4 a 12 semanas (REJISH KUMAR et al.,
2013; SHITU et al., 2022).

Diversos estudos tém proposto metodologias seguras para beneficiar o crescimento de
bactérias nitrificantes no desenvolvimento do biofilme, considerando alteragées de condigoes
ambientais, fornecimento de substrato selecionado ou a selecdo e inoculagdo de cepas de bactérias
nitrificantes (DRONEN et al., 2021; GAO, Y. et al., 2020; GUO, Q. et al., 2007; LI et al., 2019;
MANIJU et al., 2009; MARKANDE et al., 2016; MAYA ERNA et al., 2013; OWATARI et al.,
2018; PARK et al., 2010; ROALKVAM et al., 2020). Para o caso de utilizagdo de técnicas para
acelerar o processo de maturacao de reatores MBBR, os periodos relatados variam de sete a 42 dias
(SHITU etal., 2022). A parte dos resultados satisfatorios apresentados nos estudos, as metodologias
sdo muitas vezes complexas ou dependem de investimento para aquisi¢do de produtos que
proporcionem esse beneficiamento.

O processo de partida deve beneficiar o estabelecimento de bactérias nitrificantes para
o sistema que possibilite que os organismos cultivados se desenvolvam em uma agua de boa
qualidade (ATTRAMADAL et al., 2014). Pouco se conhece a respeito do desenvolvimento da
comunidade microbiana de um MBBR utilizado em RAS (LI et al., 2019; ROALKVAM et al.,
2020). O entendimento desse processo utilizando um meio quimico como enriquecimento do

biofilme € crucial para o entendimento do comportamento do microbioma de um biorreator.



17

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi contribuir com o desenvolvimento de tecnologias
de cultivo intensivos aquicolas ao avaliar o tempo de maturagdo de biorreatores nitrificantes de
leito movel do tipo MBBR, utilizados em sistemas de recirculacdo aquicola (RAS) de agua

doce.

1.5.2 Objetivos Especificos

e Testar um meio de cultura artificial composto de cloreto de aménio que vise favorecer o
crescimento de bactérias nitrificantes.

e Acelerar a colonizagdo de bactérias nitrificantes em um MBBR afim de diminuir o tempo
de partida desses biorreatores;

e Monitorar o desempenho dos biorreatores através das taxas de conversao dos compostos
nitrogenados;

e Identificar a comunidade microbiana presente no inicio e no final do experimento nos
biorreatores, utilizando analises metagenomicas e ensaio de respirometria para avaliacdo

quantitativa e qualitativa da comunidade bacteriana.
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2 ARTIGO CIENTIFICO

Estratégia de maturacio de biorreator de leito movel sob condi¢io de enriquecimento do

biofilme aderido para cultivos de recirculacio em agua doce

Augusto Costa Cardoso*; Vinicius Muller Buratto; Katt Regina Lapa

Departamento de Aquicultura, Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), Floriandpolis, SC, Brasil

O biorreator de leito movel, conhecido pela sigla MBBR (do inglés: moving bed biofilm
reactor), ¢ um equipamento utilizado para remog¢ao de compostos organicos e frequentemente
encontrado nos cultivos aquicolas em sistemas de recirculacdo de dgua devido a sua ampla
gama de vantagens. No entanto, uma das limitagdes enfrentadas pelos produtores encontra-se
no longo periodo de maturagdo que esse biofiltro precisa para estar apto a nitrificar plenamente.
Este trabalho teve o objetivo de avaliar a melhor estratégia de maturagdo do biofilme em um
biorreator de leito mével com biomassa aderida em material suporte, utilizando um meio de
enriquecimento com NH4Cl e um meio sem enriquecimento. O experimento foi composto por
2 sistemas de recirculagcdo aquicola independentes, simulando um cultivo de peixes de agua
doce que produzia uma concentragdo de 1,0 mg/L de NAT. Cada tratamento foi composto por
um reservatorio e dois biorreatores experimentais que receberam os materiais suportes para a
coloniza¢do da biomassa aderida. Os resultados indicaram que os biorreatores do tratamento
enriquecido tiveram um desempenho mais lento, levando 29 dias até atingir a maturagdo,
enquanto o tratamento controle levou 27 dias. Os resultados sugerem que o processo de
nitratacdo no tratamento controle obteve um desempenho superior do que os biorreatores
enriquecidos. A espécie Candidatus Nitrospira defluvii responsavel por atuar no processo de
nitrificagdo, se tornou mais abundante no tratamento controle onde representou 23% da
composi¢do do biofilme, enquanto o tratamento enriquecido apresentou apenas 3%. O estudo
concluiu que o uso de meios sintéticos como NH4Cl e acetato de sddio como fontes de C:N
associado ao efluente de Pimelodus Maculatus durante o processo de partida, tiveram um
beneficio importante no tempo de maturagao.

Palavras-chave: Aquicultura; nitrificagdo; biofiltro; partida; RAS.
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2.1 INTRODUCAO

A atividade aquicola vem crescendo mundialmente e, no Brasil, o crescimento foi
expressivo nas ultimas duas décadas, sendo que em 2018, o patamar de produgao foi o segundo
maior em volume na América do Sul (FAO, 2020). No entanto, sabe-se que a disponibilidade
de areas terrestres aptas para cultivos aquicolas tradicionais devido ao uso e ocupacao do solo
de outras atividades associado a disponibilidade de 4gua doce de boa qualidade, além das
preocupacdes com a poluicdo ambiental sdo considerados obstaculos importantes para a expansao
dos sistemas convencionais de aquicultura (BADIOLA; MENDIOLA; BOSTOCK, 2012).

Uma das formas de otimizar a ocupacgao do solo e da dgua ¢ realizar o cultivo dos
organismos aquaticos com tecnologia capaz de tratar e recircular a dgua. Essa tecnologia ¢
tecnicamente chamada no mundo de RAS (do inglés, Recirculating Aquaculture System) e
comegou a ser utilizada como sistema comercial na década de 1980 na Dinamarca para o cultivo
de truta (Oncorhynchus mykiss) (WARRER-HANSEN, 2015). O RAS permite que até 99% da
agua seja reciclada, por meio da utilizagdo de diferentes processos unitarios de tratamento de
agua (BADIOLA; MENDIOLA; BOSTOCK, 2012; TAKEUCHI, 2017; TIMMONS;
EBELING, 2010). Esses sistemas permitem ao operador maior controle sobre os parametros
ambientais de qualidade da dgua, possibilitando condigdes 6timas para a piscicultura (HEINEN;
HANKINS; ADLER, 1996).

Um sistema de recirculagdo de agua do tipo RAS deve conter equipamentos
necessarios para permitir o equilibrio dos parametros de qualidade de 4gua e a homeostase dos
organismos cultivados. Os processos unitarios envolvidos no sistema RAS sdo principalmente:
remocao de sélidos sedimentéaveis e suspensos, também chamado de clarificagdo da agua (ex:
sedimentador e filtro de tambor), remocdo de compostos organicos, principalmente os
nitrogenados, como os biofiltros (ex: MBBR, filtros de gotejamento), sistema de desinfec¢ao
para reducao ou eliminacdo de patdogenos (ex: UV, 0zonio) e sistema de desnitrificacao
(BADIOLA; MENDIOLA; BOSTOCK, 2012; RUSTEN et al., 2006; TAKEUCHI, 2017,
TIMMONS; EBELING, 2010).

No que se refere aos processos unitarios para remog¢ao de compostos nitrogenados,
sabe-se que existem diferentes processos de tratamentos bioldgicos de aguas residudrias que se
beneficiam de biofilmes microbianos para degradar compostos organicos indesejaveis na agua,
como biorreator de leito mdvel com biofilme, biofiltros de gotejamento, contatores biologicos
rotativos, biofiltros submersos de midia fixa, biorreatores de biomassa granular, biorreatores de

leito fluidizado, etc. Todos eles tém suas vantagens e desvantagens descritas na literatura
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especializada (RUSTEN et al., 2006). Dentre eles, destaca-se para uso em RAS o biorreator de
leito movel com biofilme (MBBR, do inglés moving bead biofilm reactor). Este é um
equipamento de tratamento bioldgico eficaz que foi desenvolvido com base no processo
convencional de lodo ativado e biorreator de leito fluidizado. E um biorreator de biofilme
aderido a material suporte inerte, cujo movimento da dgua proporciona movimentagao
constante e continuo do leito, no qual a biomassa microbiana cresce em pequenos elementos
suportes que podem ser poliméricos, com densidade ligeiramente inferiores a da dgua e sdo
mantidos em movimento devido a agitagdao dentro do biorreator (TIMMONS;EBELING, 2010;
ODEGAARD et al., 1994).

O MBBR apresenta as vantagens de possuir uma baixa perda de carga, ndo necessitar
de retrolavagens e ter uma elevada area disponivel para o crescimento de bactérias nitrificantes
nos materiais suportes (RUSTEN et al., 2006). No entanto, esse biofiltro necessita de um longo
periodo para que as bactérias o colonizem até que esteja apto para o funcionamento, o que causa
um aumento no custo de produc¢ao (LI et al., 2019).

Fazendas aquicolas que utilizam sistemas de remoc¢do de compostos organicos, como
biorreatores do tipo MBBR, necessitam primeiramente iniciar o processo de partida nos
biorreatores, uma vez que um biorreator que ndo estd maturado ndo consegue converter
compostos toxicos para os organismos (TIMMONS; EBELING, 2010). Diferentes
procedimentos foram desenvolvidos para acelerar esse processo de maturacdo, também
denominado de partida, que em condi¢des naturais, a partir de microrganismos presentes no
ambiente, pode levar de 4 a 12 semanas (REJISH KUMAR et al., 2013; SHITU et al., 2022).

A partida de um biofiltro em um RAS € um processo que envolve uma série de riscos,
principalmente devido as condi¢des de criacdo ndo serem ideais, o que acaba pondo em risco a
satide dos organismos cultivados. Isso porque a microbiota ainda ndo se estabeleceu por
completo, o que acaba causando problemas derivados da nitrificagdo, tornando os organismos
cultivados suscetiveis a uma série de enfermidades devido a concentragdes elevadas de amodnia
e nitrito (ROALKVAM et al., 2020).

A amonia pode se apresentar na forma ndo ionizada (NH3) e na forma ionizada (NHs")
conhecida como ion amonio. A soma das duas formas ¢ conhecida como amdnia total ou
nitrogénio amoniacal. A dindmica do oxigénio dissolvido influencia diretamente as
concentragdes de ion amodnio na agua, uma vez que para oxidar 1,0 mg do ion amdnio sdao
necessarios cerca de 4,3 mg de oxigénio, o que, por sua vez, influi sobre a comunidade de
peixes, pois, em pH basico, o ion amonio se transforma em amoénia (NHj livre, gasoso), que

pode ser toxica para esses organismos (PEREIRA, L.P.F; MERCANTE, 2005).
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A amonia pode ser um fator limitante na aquicultura em sistemas intensivos, uma vez
que, mesmo em baixas concentracdes, este composto pode ser tdxico para organismos
aquaticos, afetando negativamente o desempenho zootécnico e a mortalidade dos animais
(ARANA, 1997; URBINATI; CARNEIRO, 2004). Os efeitos toxicos da amdnia presente na
agua estao relacionados principalmente a forma ndo ionizada (NH3), devido a facilidade com
que esta molécula se difunde para dentro dos peixes (HILLABY; RANDALL, 1979).

O nitrogénio amoniacal ¢ um dos parametros que mais influencia a qualidade de dgua
para piscicultura, no qual tem como suas fontes principais os residuos de racao e a excre¢ao dos
organismos. A amonia pode ser oxidada a nitrito e entdo a nitrato durante o processo de
nitrificagdo. Assim, a nitrificacdo ¢ a principal garantia para a manuten¢do da qualidade da
agua, melhorando a biosseguranga e a sustentabilidade ambiental em um RAS (DIAZ et al.,
2012; Ll et al., 2019).

No processo de conversdo dos compostos nitrogenados participam as bactérias
oxidadoras de amdnia (AOB) e oxidadoras de nitrito (NOB). Os dois grupos sdo compostos por
bactérias quimioautotroficas que utilizam respectivamente NHs™ e NO» como fonte de energia,
gas carbonico (CO2) ou carbonatos como fonte de carbono e o Oz como agente oxidante
(LEKANG, 2007). Sao exemplos de AOB as bactérias dos géneros Nitrosomonas,
Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosolobus e Nitrosovibrio e NOB as bactérias dos géneros
Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospira e Nitrospina (ALBERS et al., 2018; TIMMONS;
EBELING, 2010; VAN KESSEL et al., 2015).

Existem algumas estratégias para acelerar a partida de um MBBR na qual podem ser
utilizados um indculo de bactérias nitrificantes; meio de cultura seletivo para o crescimento de
bactérias; mudangas graduais de parametros fisico-quimicos como salinidade (JIANG et al.,
2019). PULKKINEM (2018) observou que a utilizagdo de cloreto de amonio e nitrato de sodio
conseguiu adiantar em uma semana a partida de um MBBR em comparag@o com o tratamento
sem a utilizagdo desses compostos quimicos.

O processo de maturagdo envolve o estabelecimento de uma comunidade microbiana
diversa e com presenca de bactérias benéficas para o sistema, possibilitando que os principais
parametros de qualidade de dgua fiquem estaveis e influenciem positivamente na sobrevivéncia
e no crescimento dos organismos cultivados (ATTRAMADAL et al., 2014). Pouco se conhece
a respeito do desenvolvimento da comunidade microbiana de um MBBR utilizado em RAS (LI
et al., 2019; ROALKVAM et al., 2020). O entendimento desse processo utilizando um meio
quimico como cloreto de aménio (NH4Cl) para enriquecimento do biofilme possibilitard a

compreensdo de como a sucessdo microbiana utilizando essas duas estratégias afetara o
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processo de maturagdo. O estudo teve o objetivo avaliar a estratégia de enriquecimento do
material suporte utilizando uma solu¢do de cloreto de amodnio, em funcdo do tempo de
maturacdo dos biorreatores, da velocidade de conversdo dos compostos nitrogenados e de

aspectos microbioldgicos envolvidos no processo de partida de um MBBR.

2.2  MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Peixes de Agua Doce (LAPAD) da
Universidade Federal de Santa Catarina entre os meses de junho e setembro de 2021. Foi
avaliada uma estratégia de maturacdo de biorreatores de leito mdvel utilizando um meio de
cultura quimico composto por cloreto de amdénio com uma concentracdo de 2,5 mg/L de amdnia
(Figura 1). O tratamento controle foi caracterizado por materiais suportes em nenhum tipo de
enriquecimento. Apos essa etapa, os materiais foram transferidos para os biorreatores do
sistema operacional. O efluente de um cultivo experimental de pintado, Pimelodus maculatus,
foi utilizado para abastecer as unidades durante a operagdo. O regime de operagdo dos
biorreatores foi de fluxo continuo com recirculagdo de dgua simulando as condi¢des de um

sistema de recirculagdo aquicola convencional.

Figura 1. Desenho esquematico do experimento, representando as etapas de enriquecimento dos materiais
suportes com NH4Cl ¢ a etapa de partida dos biorreatores.
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Fonte: Ilustragdo elaborada pelo autor (2022).
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2.2.1 Sistema Operacional

O experimento foi composto por dois sistemas independentes de recirculacdo de agua.
Cada sistema foi composto por um tanque de equaliza¢do, um reservatério de abastecimento,
um reservatério de equalizacdo de vazdo e dois biorreatores experimentais. Os biorreatores
tinham formato cilindrico, de PEAD opaco, com volume ttil de 20 L. A fra¢do de enchimento
de material suporte foi de 50% do volume dos biorreatores (LEKANG, 2007). Os reservatorios
tinham um volume de 500 L cada. Foram utilizadas bombas dosadoras para abastecer os
biorreatores, com entrada do efluente po¢do superior e saida pogdo inferior. A aeragdo e
agitacao do efluente e material suporte foi feita por difusores de ar abastecidos por um sistema
central de aeracdo constituido de sopradores. A manutenc¢do da temperatura foi realizada por
aquecedores de resisténcia controlados por termostato (Figura 2). O material suporte utilizado
consistia de um extrusado de polipropileno com area superficial de 687 m?/m?, area superficial
protegida de 525 m?/m?, formato cilindrico com 15 mm de altura e 30 mm de didmetro, com
placas distribuidas uniformemente sob o eixo central e ranhuras na superficie externa e interna

do material.

Figura 2. Modelo do sistema operacional com os seus compartimentos: 1- Reservatorio de abastecimento,
2- Reator biologico, 3- Tanque de equalizagdo, 4- Difusores de ar, 5- Aquecedor, 6- Reservatorio de
equalizacdo de vazao, 7- Bomba submersa.

Fonte: Ilustragdo elaborada por Higor Tenfen (2022).
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O regime de operagdo dos biorreatores foi caracterizado por uma vazdo aproximada
de 20 L/h e tempo de retencdo hidraulica de 60 minutos. A temperatura do efluente no
reservatorio de abastecimento foi mantida em 28 °C. A vazao de ar foi ajustada para manutengao
do oxigénio dissolvido proximo ao ponto de saturacdao. Os biorreatores foram operados até o
estagio de estabilizagdo dos parametros do efluente de saida dos biorreatores, também

conhecido como estado estacionario.

2.2.2 Partida dos Biorreatores

A etapa de partida consistiu em duas etapas distintas, a de enriquecimento ¢ a de
operagdo. A etapa de enriquecimento consistiu em operar o biorreator sob constante acracao e
agitacdo sem renovagao de dgua e com temperatura de 28°C durante 13 dias. Foi inserido nos
biorreatores uma solu¢do de cloreto de amonio contendo 2,5 mg/L de amonia, e em seguida foi
adicionado 0,70 g de bicarbonato de soédio para deixar a alcalinidade em 40 mg/L CaCO3. Em
seguida, os materiais suportes foram retirados e transferidos para os biorreatores para iniciar a
etapa de operacao (Figura 3).

Apbs a etapa de enriquecimento, os materiais suportes foram transferidos para os
biorreatores, nos quais permaneceram por 43 dias. O efluente utilizado para abastecer os
biorreatores foi proveniente de um sistema experimental de cultivo de pintado (Pimelodus
maculatus). O efluente foi coletado na fase intermedidria do experimento de cultivo, em
momento posterior a biometria para determina¢do da biomassa atual dos peixes. Os animais
tinham um comprimento de 12 cm, peso médio de 45g e estavam estocados em um sistema de
recirculacdo dispostos em 6 tanques de 1 m?> com uma densidade de estocagem 20 kg/m?®. A
racdo ofertada para a alimentagdo continha 32% de proteina bruta, e foi ofertada 3 vezes por
semana a razao de 2% da biomassa.

O volume coletado foi de 700 L com coletas subsequentes para reposi¢ao de perdas
por evaporacao e de coletas para analises do efluente durante a operacdo dos biorreatores. O
efluente utilizado apresentou valores nulos de amoénio e nitrito € um valor de nitrato na ordem
de 60,84 mg/L. Por esse motivo, as concentragdes de carbono e nitrogénio foram ajustadas pela
adicao de acetato de sodio e cloreto de amonio para uma propor¢ao de 10:1 com concentracdes

na ordem de 10 mg/L de COT e 1 mg/L de NAT (LEKANG, 2007).
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Figura 3. A imagem mostra o material suporte sendo
transferido para os biorreatores da etapa de operagao.
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2.2.3 Coleta de Dados

Amostras do afluente e do efluente foram coletadas a cada 2 dias nos reservatorios de
abastecimento, totalizando 4 pontos. Os parametros fisico-quimicos: oxigénio dissolvido, pH,
condutividade, temperatura e salinidade foram monitorados diariamente com o auxilio de uma
sonda multiparametro (YSI ProPlus®); os sélidos suspensos totais e solidos suspensos volateis
foram mensurados através do método de gravimetria descrito em APHA (1998), utilizando
filtro de fibra de vidro com porosidade de 0,45 pm. Para determinar a amonia, nitrito e nitrato
foi usado o método de cromatografia de ions (ASTM, 2003); A alcalinidade foi medida através

do método de titulometria (APHA, 1996).

2.2.4 Analise do Biofilme

A comunidade microbiana aderida ao material suporte foi caracterizada pelas seguintes
analises: soOlidos suspensos totais e solidos suspensos volateis; respirometria; e andlise
metagendmica. A analise de soélidos suspensos totais e volateis (APHA, 1998) aderidos ao
biofilme foi realizada para avaliar a massa total de so6lidos organicos, com metodologia
adaptada por ALMADA (2012). O processo de solidos aderidos foi realizado no inicio e no fim
do experimento, foram coletadas aleatoriamente duas pegas de material suporte de cada
biorreator. Os materiais suportes foram postos em um frasco com agua destilada e submetidas
a uma agita¢do mecanica por 1 minuto. Em seguida, o conteudo presente no frasco foi filtrado

utilizando um filtro de 0,45 pum.
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A respirometria foi realizada para estimar o coeficiente volumétrico de transferéncia
de oxigénio e a velocidade de respiracdo dos microrganismos aerdbios. Foi seguida a
metodologia adaptada por SHIZUO (2018), utilizando uma sonda YSI PRO OD foi medida a
concentracdo de oxigénio dissolvido por 120 minutos a cada 5 minutos dentro de cada
biorreator. Antes do ensaio, os biorreatores receberam aporte de 1 mg/L de amonio e de 10
mg/L de carbono. Apos 1 hora a aeracdo foi desligada e deu inicio a analise. Durante o processo
a temperatura foi controlada por meio de aquecedores para nao interferir na atividade
microbiana.

A analise metagendmica foi realizada para caracterizar a diversidade e abundancia
da comunidade microbiana, em nivel de espécie e em termos absolutos (n° de sequéncias de
DNA para cobertura de 10.000 reads) e relativos (%). A identificacdo de bactérias foi realizada
utilizando-se o sequenciamento de alto desempenho das regides V3/V4 do genel6S rRNA. O
sequenciamento foi realizado no equipamento MiSeq (Illumina Inc., USA), utilizando o kit V2
de 300 ciclos, single-end, sem normalizacdo das bibliotecas. As sequéncias de DNA dos
microrganismos foram analisadas através de um pipeline proprietario (Neoprospecta
Microbiome Technologies, Brasil), considerando no méaximo 1% de erro acumulado no
sequenciamento. As sequéncias de DNA identificadas foram comparadas com banco de dados
de espécies ja caracterizadas e os resultados foram disponibilizados em plataforma digital
(Neobiome) para visualizacao.

As analises de s6lidos suspensos e volateis foram realizadas a cada 6 dias e os aderidos
no inicio e no final do experimento. O ensaio de respirometria foi realizado ao fim do
experimento, com uma analise em cada biorreator. As analises metagendmicas foram realizados
no inicio e ao final do experimento, coletando aleatoriamente 2 materiais suportes de cada

tratamento.

2.2.5 Analise Estatistica

Os compostos nitrogenados foram avaliados através de um modelo misto (mixed model),
considerando o biorreator (controle e enriquecido) como fator fixo e o tempo como medida
repetida (HOWELL, 2013). A interagdo entre biorreator e tempo foi incluida e quando
significativa, foram realizadas comparagdes par-a-par com corre¢ao de Bonferroni. Na auséncia
de interacdo entre fatores, os dados dos tratamentos controle e enriquecido foram agrupados e
um contraste ortogonal polinomial foi aplicado para identificar a tendéncia de variagao

temporal.



27

O periodo de medicdo das concentracdes dos compostos foi limitado na andlise ao dia
em que a concentracgao atingiu valor zero apds o inicio do experimento. Na analise do nitrito, a
concentracdo medida no biorreator controle nos dois primeiros dias foi anomala e, portanto,
foram excluidas do modelo.

O decaimento do oxigénio dissolvido no ensaio de respirometria foi avaliado através de
um modelo misto, considerando os tratamentos como fator fixo e o tempo como medida
repetida. Foi realizada comparagdes par-a-par com correcdo de Benferroni para avaliar

diferencas entre as interagoes.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no experimento indicam que houve diferenga no tempo de
maturagdo entre os diferentes tratamentos. As estratégias adotadas conseguiram chegar no
estado estacionario dos compostos nitrogenados em cerca de 30 dias, tendo o tratamento
controle atingido a maturacdo 2 dias antes. Os resultados microbioldgicos mostram que o
processo de partida adotado nos tratamentos resultou em uma seletividade microbiana,
interferindo na diversidade e na abundancia bacteriana dos biorreatores. O tratamento controle
apresentou uma quantidade de bactérias NOB mais abundantes do que o tratamento enriquecido
o que favoreceu a atividade de nitratacdo nesse tratamento. A partida dos biorreatores
desencadeou o processo metabdlico de desnitrificagdo em ambos os tratamentos, o que pode
ser inferido pela presenca de grupos de bactérias desnitrificantes como Gemmobacter sp.

encontrada nos biorreatores.

2.3.1 Caracteristicas fisico-quimicas do efluente

Os valores de temperatura se mantiveram estaveis ao longo do experimento, com uma
média de 27,30+0,86 e 27,07+0,67 °C nos biorreatores controle 1 e 2, respectivamente. O
mesmo ocorreu com o0s biorreatores enriquecidos, no qual tiveram uma média de
27,37+0,76 °C e 27,17£0,65 °C. Os valores maximos nao passaram dos 29,3°C nos tratamentos,
e os minimos variaram de 24,7 a 25,8°C, no tratamento controle e enriquecido, respectivamente
(Tabela 1).

O oxigénio dissolvido se manteve em todos os tratamentos € permaneceu proximo ao

ponto de saturagdo em todos os biorreatores. O controle teve uma média de 6,97 e 7,24 mg/L e
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um desvio de 0,25 e 0,29 nos biorreatores 1 e 2, respectivamente. Nos biorreatores enriquecidos
os valores médios foram de 7,27 e 7,26 mg/L e um desvio de 0,27 ¢ 0,31 nos biorreatores 1 e

2, respectivamente.

Tabela 1. Concentragdo de temperatura, oxigénio dissolvido, condutividade, salinidade, pH e Alcalinidade
nos biorreatores ao longo do experimento.

Tratamentos Controle 1 Controle 2 Enriquecido 1 Enriquecido 2
Temperatura (°C) 27,39+ 0,83 27,07+ 0,67 27,37+0,76 27,17+ 0,65
OD (mg/L) 6,97+0,25 7,24 +£0,29 727+0,27 7,26 +0,31
Condutividade (uS /cm) 1638,51 £381,98 1620,70 + 380,83 1550,81 £412,35 1593,21 + 385,83
Salinidade (%o) 0,79+ 0,19 0,78 £ 0,29 0,75+ 0,20 0,77+ 0,19
pH 8,71+0,15 8,75+0,14 8,72+0,15 8,74 £0,10

Alcalinidade (mg/L CaCO3) 195,82 +£56,49 196,18 +56,02 189,18 +53,59 185,72 £ 47,85

O pH se manteve alcalino em todos os biorreatores, variando de 8,1 a 8,9 ¢ 8,1 a 8,8
nos biorreatores controle 1 e 2, respectivamente. O comportamento foi similar nos biorreatores
enriquecidos, no qual os valores variaram de 8,09 a 8,88 no biorreator 1 e de 8,1 a 8,9 no
biorreator 2. A escala de pH para a nitrificagdo foi investigada pelo trabalho de revisao
SHARMA e ALBNERS (1977) que indicaram o pH pode ter uma grande variacdo e tem sua
faixa otima entre 7 ¢ 9 dependendo de cada espécie nitrificante. No pH entre 7,2 e 8,8 as
bactérias do género Nitrossomonas sao beneficiadas e em um pH que varia entre 7,2 ¢ 9 as
bactérias do género Nitrobacter sao beneficiadas. A faixa 6tima de pH pode ser determinada
por 3 fatores: ativagdo e desativacdo de bactérias nitrificante; efeitos nutricionais ligados a
alcalinidade e inibi¢do através de ions livres de amoénia e acido nitroso (CHEN; LING;
BLANCHETON, 2006; VILLAVERDE; GARCIA-ENCINA; FDZ-POLANCO, 1997).

A alcalinidade teve grandes variacdes nos biorreatores, evidenciado pelos altos valores
dos desvios padroes dos tratamentos. O aumento da alcalinidade foi parecido em todos os
biorreatores, uma vez que todos foram submetidos as mesmas proporgdes de acetato de sodio,
elemento com caracteristicas alcalinas utilizado como fonte de carbono no experimento. No
inicio do experimento a alcalinidade estava proxima de 50 mg/L CaCOs nos biorreatores do
controle e enriquecidos, chegando a cerca de 200 mg/LL CaCOs3 no final do experimento, com
picos de até 280 mg/L CaCO3 em alguns biorreatores no decorrer do periodo experimental
(Figura 4).

Em boa parte do experimento a alcalinidade se manteve acima dos 200 mg/L. CaCOs,
uma concentragao recomendada por CHEN et al. (2006). Os autores recomendam a alcalinidade

em estudos que apresentam troca de dgua minima devido a possivel estratificacdo do pH,
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alcalinidade e do biofilme. SUMMERFELT et al. (2015) investigou o efeito da alcalinidade na
nitrificagdo, pH e CO2 em um RAS de escala semicomercial operado por um MBBR em é4gua
salgada. A pesquisa foi realizada com o RAS abastecido com juvenis de salmao do Atlantico e
divididos em tratamentos com diferentes concentragcdes de alcalinidade, 10, 70 ¢ 200 mg/L
CaCoO:s. O estudo indicou que em alcalinidade de 10 mg/L CaCO3 houve um maior acimulo de

NAT em relagdo a concentragdes mais elevadas.

Figura 4. Valores médios de alcalinidade durante o processo de operagdo nos biorreatores controle e

enriquecido.
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2.3.2 Desempenho dos biorreatores

As analises individualizadas dos compostos nitrogenados dos 2 tratamentos e suas
respectivas réplicas estdo apresentadas na Figura SA. A etapa de operag@o ocorreu por 43 dias
e foi encerrada quando os parametros de amonio e nitrito atingiram estabilidade, valores abaixo
de 0,1 mg/L. A concentragdo de amonio (F(1;1,945)= 1,57; P > 0,05) ndo foi influenciada pelo
tratamento ¢ nem houve interagcdo entre o biorreator e o tempo (F(7.7, 404) = 2,87; P > 0,05).
Entretanto, a varia¢do temporal foi significativa (F(7;7, 404) = 117,46; P < 0,05) e o contraste
polinomial evidenciou uma tendéncia ctibica com pico no 11° dia.

Para o nitrito (F(12:2,032)= 128,37; P < 0,05) € o nitrato (F21:22265 = 3,44; P < 0,05), a
variagao temporal diferiu entre os biorreatores. No biorreator enriquecido, a concentragdo de
nitrito foi maior, em grande parte do tempo (Figura 5B). J4 o nitrato apresentou maiores

concentragdes no biorreator controle a partir do 11° dia (Figura 5C).
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Figura 5. Concentragdo de amoénio (A), nitrito (B) e nitrato (C) ao longo do experimento, nos biorreatores
controle e enriquecido. * indicam diferencas significativas (P < 0,05) entre os tratamentos.
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O tratamento controle teve um processo de maturagdo mais rapido do que o
enriquecido atingindo o estado estaciondrio no 27° dia, enquanto o enriquecido atingiu no 29°
dia (Figura 6a). O tratamento enriquecido, por sua vez, conseguiu reduzir o pico de reducao de
amoénio em 0,5 mg/L, o que pode estar associado ao processo de enriquecimento contribuindo
para uma melhor ativacdo de bactéria AOB (Figura 6b). Ambos os tratamentos apresentaram
uma reducao significativa de amonio em torno do 15° dia de experimento, nesse periodo todos
os biorreatores tiveram valores nulos ou proximos de 0.

O efuente utilizado no processo de partida dos biorreatores apresentou valores baixos
de amonia e elevados nitrito e nitrato, sugerindo que o efuente utilizado apresentava uma
atividade nitrificante. Entre o 15° e 17° dia, os biorreatores apresentaram os valores maximos
de nitrito. Os biorreatores controle apresentaram uma média de 3,28 mg/L de nitrito nesse
periodo. Enquanto, os biorreatores enriquecidos, apresentaram uma média de 3,71 mg/L.

A diferenga no tempo de maturagdo no tratamento controle pode estar associada ao
processo de nitratagdo, que nesse tratamento foi mais eficiente acelerando a maturagdo em dois
dias. ALBNERS et al (2018), verificou que o processo de enriquecimento foi eficiente para a
maturacdo de filtros de areia. Neste trabalho o processo de enriquecimento ja havia uma
biomassa nitrificante que foi utilizada de um biorreator ja maturado, diferentemente do presente
estudo onde ndao foi encontrada bactérias nitrificantes autotréficas no processo de
enriquecimento. O autor afirma que a presenca de um in6culo nitrificante no processo de
enriquecimento € crucial para um bom desempenho dessa estratégia.

LI et al (2019) em seu estudo que verificou diferentes estratégias de acelera¢do de
MBBRs em agua salgada, constatou que o a estratégia de diminui¢do gradual do aporte de
amonia foi menos eficiente que as demais estratégias. O autor sugere que a falta de bactérias
nitrificantes no comeg¢o do processo acarretou um desempenho menos eficiente do que a
inoculagdo de bactérias nitrificantes e o aumento progressivo da salinidade.

ZHU et al (2016) investigou a influéncia da propor¢do de indculo bacteriano na
formacdo de novo biofilme e na remocao de nutrientes no tratamento de MBBR de aguas
residuais marinhas sintéticas RAS. O estudo compreendeu cinco biorreatores paralelos
semeados com 0, 1, 5, 10 e 15% de portadores de biofilme maduro de um MBBR estavel em
grande escala que opera para um RAS de salmdo do Atlantico. O estudo indicou que os
biorreatores que tiveram as maiores propor¢des de inoculos conseguiram retirar mais

rapidamente a amdnia do sistema.



Figura 6. Conversao dos compostos nitrogenados no tramento Controle (a) e Enriquecido (b).
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Outro fator que pode ter interferido no éxito do processo de enriquecimento ¢ a falta
de certos nutrientes, como nitrito de sdédio o que poderia beneficiar bacterias oxidadoras de
nitrito. PULKKINEN et al (2018) examinou a viabilidade de usar trés adi¢cdes quimicas
diferentes com o intuito acelerar a partida em um MBBR instalado em um RAS individual de
dez unidades. As estratégias de seu estudo incluiram nitrito de s6dio, cana-de-agucar, cloreto

de amoénio e partida com aguas residuais de truta arco-iris (O. mykiss). A eficiéncia geral de
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remoc¢do e o rapido inicio da nitrificagdo, foram alcangados uma semana antes usando
concentragdes de 5 mg / L de cloreto de amdnio e nitrito de sodio.

O processo de enriquecimento reduziu o pico de amonio no tratamento enriquecido
devido as bactérias AOB serem organismos de crescimento lento e terem um metabolismo
influenciado pela disponibilidade de substrato. FERREIRA et al (2020) indica que a amdnia e
0 nitrito sdo necessarios para apoiar o rapido desenvolvimento do biofilme para a inicializagao
do biorreator devido ao rapido estabelecimento de bactérias nitrificantes, o que pode reduzir os
picos de amonia e nitrito no sistema.

Os valores de nitrato apresentaram um comportamento similar em todos os
biorreatores. Entretanto, o controle apresentou valores maiores na maior parte do tempo,
indicando atividade nitrificante mais elevada que o tratamento enriquecido. Além disso, a partir
do 18° dia, os valores de nitrato apresentaram decaimento de suas concentragdes até o fim do
experimento. A presenca de uma atividade desnitrificante pode ser corroborada com a
observagao do aumento da alcalinidade ao longo do experimento, uma vez que um dos residuos
da desnitrificag@o ¢ a producdo de géas carbdnico e o consequente aumento da alcalinidade nos
biorreatores (ZOPPAS, 2016).

A desnitrificagdo em biorreatores aerobios foi relatada no estudo de SCHNEIDER et
al. (2007), no qual os autores constataram que o meio com baixas concentragdes de NH3 e com
disponibilidade de nitrato, houve a assimilagdo por bactérias heterotroficas em reagdao de
desnitrificagdo aerdbia. A dindmica do NO*" foi o oposto do encontrado na maioria processos
de biorreatores aerobios, onde ha o acimulo desse composto (NGO et al, 2017). Em
contrapartida, CHEN et al (2021) identificaram que a inoculacdo de bactérias do género
Acinetobacter e Paracoccus em biorreatores MBBR, contribuiu para a atividade de

desnitrificacdo em ambiente aerobio.

2.3.3 Avaliacao do biofilme

2.3.3.1 Solidos suspensos totais, voldateis e aderidos

Os resultados das analises de solidos suspensos apresentaram um comportamento
similar em ambos os tratamentos. No inicio do experimento, o tratamento controle obteve um
valor médio de 4,50 mg/L e o tratamento enriquecido apresentou um valor médio de 3,25 mg/L.
O tratamento controle teve o pico de concentracdo no dia 36, atingindo um valor médio de

7,50 mg/L. O tratamento enriquecido apresentou o pico de concentragdo no 42° dia de
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experimento, com um valor de 8,75 mg/L (Figura 7). O comportamento deste parametro foi
similar em ambos os biorreatores, tendo uma tendéncia de aumento na concentragdo ao longo
do tempo, mas com picos de concentracdes em intervalos intercalados. Esses picos e declinios,
possivelmente estao ligados ao aporte de acetato de sddio, uma vez que essa fonte de carbono
foi adicionada em intervalos de 7 dias.

Os so6lidos suspensos volateis tiveram valores parecidos com os so6lidos suspensos,
evidenciando que a maior parte dos solidos eram de origem organica. No inicio do experimento,
os tratamentos tiveram os valores médios iguais aos encontrados nos solidos suspensos,
4,50 mg/L e 3,25 mg/L, no controle e no enriquecido, respectivamente. No tratamento controle
0 pico se deu no 36° dia, atingindo uma concentragcdo média de 7,08 mg/L. Diferentemente do
encontrado nas concentragdes de solidos suspensos, em que o pico se deu no 42° dia no
tratamento enriquecido, a maior concentragao foi no 30° dia, no qual foi encontrado o valor
médio de 4,58 mg/L.

SHITU et al (2022) em seu estudo de revisao relata alguns trabalhos que discutem o
efeito de solidos e da relagdo C:N na remog¢do de NAT. Os autores indicam que para se obter
nitrificacdo rapida e estdvel em aguas residuais de RAS, o estabelecimento de razdes de C:N
abaixo d 3:1 com bom suprimento de oxigénio forneceram um equilibrio entre bactérias
heterotroficas e nitrificantes em MBBR (ROJAS-TIRADO et al., 2019). LI et al. (2019)
relataram uma diminui¢do na abundancia de bactérias nitrificantes nos biofilmes ap6s a adi¢dao
de matéria organica particulada (POM) nas aguas residuais afluentes do MBBR. Em razdes C/N
mais elevadas, os desnitrificadores heterotroficos competem com os nitrificadores autotroéficos
por oxigénio, nutrientes e espaco disponiveis em biofiltros nitrificantes, que eventualmente

inibem a nitrificacdo e aumentam a desnitrificacdo (NAVADA et al., 2020).
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Figura 7. Concentragdo média de solidos suspensos totais (a) ¢ volateis (b) ao longo do
experimento nos tratamentos controle e enriquecido.
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Os solidos aderidos ao material suporte apresentou um aumento expressivo quando
comparado o inicio e o fim do experimento (Figura 8). O tratamento controle iniciou com 0,15
g/peca e ao fim do experimento chegou a 1,78 mg/peca. O tratamento enriquecido teve um valor
médio de 0,15 mg/peca e ao final obteve 2,15 mg/peca. Os resultados dos solidos volateis foram
diferentes entre os dois tratamentos. O controle obteve um valor médio de 0,87 mg/peca
enquanto o enriquecido obteve 0,65 mg/peca ao fim do experimento, o que indica que o

tratamento controle tinha uma carga organica maior aderida ao material suporte.
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Figura 8. Concentragao de solidos suspensos (a) e volateis (b) aderidos no material
suporte no inicio e no fim do experimento nos tratamentos controle e enriquecido.

0,00 [ ] [ |

Controle Enriquecido

a

w o W
S S o

p—
S
S

Solidos Aderidos (mg/peca)

B |nicio ®Fim

1,00

>
~
(e

=
[\
(=)

Solidos Aderidos Volateis
(mg/peca)

Controle Enriquecido

0,00 [ |

B ]nicio ®Fim

2.3.3.2 Respirometria

O teste de respirometria foi realizado para verificar o decaimento da concentracdo de
oxigenio dissolvido e estimar indiretamente a dindmica dos microrganismos aerdbios dentro de
cada biorreator. A concentracao de oxigénio dissolvido ndo foi influenciada pelo tratamento
(Fu2225=17,019; P> 0,05), no entanto o modelo estatistico mostrou que houve diferencas no
decaimento do oxigénio dissolvido ao longo do tempo (F(2324257) = 39,849; P < 0,05). O
oxigeénio dissolvido apresentou um decaimento mais rapido até os 90 minutos, apos isso, o
decaimento se manteve mais homogéneo até chegar nos 115 minutos, nos quais apresentaram

as menores concentragdes em todos biorreatores. Os pontos minimos registrados no tratamento
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controle foram 2,88 e 2,70 nos biorreatores 1 e 2, respectivamente. No tratamento enriquecido,
foram de 3,69 e 3,11, nos biorreatores 1 e 2, respectivamente (Figura 9).

SHIZUO et al (2018) verificou no ensaio de respirometria realizado em sistemas de
recirculacao, que o processo de respiragao teve um aumento a medida que se aumentou o aporte
de amoénia no sistema, conseguindo inferir na quantidade de biomassa degradada por
substancias organicas. Um estudo de SPANJERS et al. (1996) mostraram que a linearidade ¢
normalmente observada neste processo. Demonstrando que ha uma correlagao entre o substrato
e demanda de oxigénio, conforme suportado no presente ensaio.

GERNAEY et al. (2001) usou a respirometria para comparar o consumo de oxigénio
em lodos ativados com diferentes concentracdes de matéria organica, e encontraram uma
relacdo linear constante entre inclusdo do substrato e oxigénio consumo, o que corroborou com
os presentes resultados, viabilizando a aplicabilidade de testes de respirometria para avaliar as

caracteristicas de dgua de sistemas de aquicultura com base no microbioma.
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Figura 9. Concentragio de oxigénio dissolvido durante o ensaio de respirometria nos
biorreatores controle (a) e enriquecido (b).
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2.3.3.3 Caracteristica microbiologica dos biorreatores

A fim de caracterizar a abundancia de espécies microbianas aderidas aos materiais
suportes dos MBBRs foram realizadas andlises metagendmicas no inicio e no fim do
experimento. Os resultados mostraram a abundéncia e a diversidade de espécies bacterianas nos
biofilmes de cada tratamento. No inicio, o tratamento controle apresentou 7.266 sequéncias de
DNA, com total de 59 espécies diferentes. O tratamento enriquecido apresentou o mesmo
nimero de espécies do controle, porém com uma abundancia de 11.099 sequéncias de DNA.
Ao fim do experimento, o tratamento controle teve aumento na abundancia, totalizando 8.972

sequéncias, e diminui¢cdo de diversidade microbiana, passando para 49 espécies encontradas.
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Os biorreatores enriquecidos apresentaram queda na abundancia e na diversidade bacteriana,
apresentando 8.657 sequéncias e 46 espécies diferentes.

A composi¢ao do biofilme no inicio do experimento se mostrou similar nos dois
tratamentos, no entanto apresentou diferencas em termos de abundancia entre as espécies
(Figura 10a). O tratamento enriquecido teve como espécies mais abundantes: Ideonella
sakaiensis (17,80%), Sphaerotilus montanus (16,35%), Haliscomenobacteraceae bacterium
(15,72%) e Zoogloea resiniphila (14,32%). Essas 4 espécies representaram mais de 60% da
composi¢ao do biofilme desse tratamento. No tratamento controle as espécies Sphaerotilus
montanus, Haliscomenobacteraceae bacterium e Pseudomonas pigulae foram as mais
abundantes, representando 43,90%, 15,79% e 10,28% da composi¢do do biofilme,
respectivamente.

No inicio do experimento foi encontrado a espécie Rhodobacteraceae bacterium,
género composto por espécie de bactérias heterotroficas que atuam na nitrificagdo (ZHOU et
al., 2007). Ao fim da etapa de enriquecimento foi constatado que o NAT decaiu 1,71 mg/L no
biorreator 1 e 1,88 mg/L no biorreator 2, indicando uma possivel atividade nitrificante nessa
etapa. No trabalho de LIU et al (2021), os autores identificaram que bactérias heterotroficas
nitrificantes atuaram ativamente no processo de nitrificagdo e tiveram uma maior adesao no
material suporte testado em um MBBR em escala de bancada.

Ao fim do experimento, a microbiota dos biorreatores se tornou mais heterogénea e
com a presenga de bactérias nitrificantes (Figura 10b). Ambos os tratamentos apresentaram uma
composicdo do biofilme bastante similar em termos de diversidade, no entanto algumas
espécies se apresentaram mais abundantes do que outras. A espécie Candidatus Nitrospira
defluvii, responsavel por atuar no processo de nitrificacdo, se tornou mais abundante no
tratamento controle onde representou 23% da composi¢do do biofilme, enquanto o tratamento
enriquecido apresentou apenas 3%. A espécie Nitrospira sp., também responsavel por atuar no
processo de nitrificagdo, teve resultados parecidos nos dois experimentos, representando cerca
de 5% do biofilme.

Encontrado em menores niveis as espécies Nitrospira japonica € Nitrosomonas ureae,
que também atuam no processo de nitrificacdo, representando 0,25% e 0,02% no tratamento
controle, e 0,47% e 0,10% no tratamento enriquecido, respectivamente. O género Nitrosomonas
¢ conhecido por ter bactérias responsaveis por oxidar amonia e sua presen¢a ¢ limitada pela
quantidade de NAT disponivel no meio (FERREIRA, 2000; MARTINS et al., 2019). A baixa
concentrac¢do desse tipo de bactéria pode estar relacionada a disponibilidade de NAT no sistema

que foi trabalhado com concentragdes baixas em fun¢ao do volume dos biorreatores.



Figura 10. Abundancia relativa das espécies encontradas no inicio (a) no fim (b) do
experimento nos tratamentos controle e enriquecido.
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O meio fisico-quimico favoreceu o crescimento da espécie Nitrospira defluvii, uma

vez que essa espécie tem um crescimento 6timo em temperaturas de 28° C a 32° C e com

concentragdes baixas de nitrito (USHIKI et al., 2017; SPIECK, 2006). A espécie tem um papel

importante na reducdo de nitrito, sendo caracterizada como uma espécie NOB (WEGEN, 2019).

O processo de enriquecimento pode ter prejudicado o crescimento dessa espécie nos
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biorreatores enriquecidos, uma vez que algumas espécies do género Nitrospira podem ter sua
atividade prejudicada quando expostas a meios que contenham amonia livre (USHIKI, 2017).

USHIKI et al. (2017) investigaram a tolerancia de espécies do género Nitrospira
quando expostas as concentragdes de amonia livre. Neste estudo, os autores descobriram que a
espécie Nitrospira sp ND1 teve sua atividade inibida quando exposta a contracao de 0,85 mg/L
de NHs, enquanto a espécie Nitrospira Japonica teve sua inibicdo quando exposta a
concentracdo de 4,3 mg/L de NH3. Os autores sugerem que a amoénia livre no meio ¢ um
importante fator para a competicao e selecao de espécies no nicho ecologico de Nitrospira.

A maior parte das bactérias encontradas pertencem ao filo Proteobacteria e
Nitrospirae. Esse resultado coincide com o encontrado no estudo de LI et al. (2019), em que a
maioria das bactérias do biofilme aderido pertenceu ao filo Proteobacteria Os autores sugerem
que as bactérias desse grupo sdo encontradas em abundéincia em biofilmes maduros devido a
sua alta propriedade adesiva. O biofilme aderido nos biorreatores maduros foi composto por
bactérias K estrategistas, como as espécies do grupo Nitrospira (USHIKI, 2017). As bactérias
desse grupo sdo extremamente benéficas para peixes, como ¢ relatado no trabalho de
ATTRAMADAL et al. (2014). Nesse estudo, os autores observaram que as larvas da espécie
Gadus morhua L cultivadas em sistemas de recirculacdo com biofiltros colonizados com
bactérias K estrategistas tiveram uma taxa de sobrevivéncia 72% maior do que aqueles
cultivados em sistema de fluxo continuo.

O decaimento do NOs. e a possivel atividade de desnitrificacdao pode ter ocorrido pelas
bactérias do género Gemmnobacter, conhecida por ser uma bactéria desnitrificante encontrada
em ambientes andxicos. A presencga desse tipo de bactéria indica que entre o material suporte e
o biofilme possa ter sido gerado pequenas areas de baixas concentracdes de oxigénio. Algo
similar foi relatado no estudo de LIU et al. (2019), no estudo foi testado dois tipos de material
suporte em MBBR’s operandos em concentracdes de oxigénio dissolvido entre 2,5 mg/L e 0,75
mg/L. Os autores observaram que o género Gemmobacter foi encontrado em abundancia no
sistema junto com outras bactérias desnitrificantes.

Além disso, foi verificado a presenca do género Flavobacterium no inicio da etapa de
operacdo com biomassa pequena de cerca de 0,04% em ambos biorreatores. Esse género ¢
caracterizado por terem bactérias desnitrificantes aerobias que podem ter reduzido o nitrato nos
primeiros 7 dias operagdo no qual foi observado um decaimento expressivo do nitrato (CHENG,
2018; LIU, 2019). No entanto, o processo de opera¢dao acabou diminuindo sua sobrevivéncia,

o que pode ser considerado algo benéfico para aquicultura uma vez que esse tipo de bactéria
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causa danos para satide dos peixes (DONATI et al., 2021; KALATZIS et al., 2016;
KAZIMIERCZAK et al., 2019).
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2.4 CONCLUSAO

O tratamento controle teve um processo de maturacdo mais rapido do que o
enriquecido devido o processo de nitratatacao ter sido mais eficiente. No entanto, o processo de
enriquecimento demonstrou a reducao de até 0,5 mg/L de amdnio nos biorreatores durante o
periodo de maturacdo, indicando que o enriquecimento teve um papel positivo na ativagao de
bactérias AOB mas um efeito menos satisfatorio no crescimento de bacterias NOB. O design
do sistema, o material suporte e a metodologia utilizada no processo de maturagao,
possivelmente promoveu atividade desnitrificante nos biorreatores, indicando a possibilidade
de nitrificagdo e desnitrificagdo simultdnea em biorreatores do tipo MBBR.

Em relagdo a microbiota presente nos biorreatores, o processo de maturagdo
desencadeou um processo de seletividade microbiana, no qual foi observado o decaimento da
diversidade encontrada no inicio e no fim do experimento. Além disso, foi possivel observar
que o género Nitrospira foi o segundo mais abundante no sistema ao final do experimento,
principalmente no biorreator controle, o que corrobora com o éxito no processo de conversao
de nitrito ter sido mais apurado nesse tratamento. Outro fator, foi a presenca de bactérias do
género Gemnobacter que atuam no processo de desnitrificacdo, terem sido encontradas
proporcdes elevadas em ambos os tratamentos, o que indica que o declinio de nitrato do sistema
pode ter advindo de uma atividade desnitrificante.

O estudo concluiu que o processo de maturagdo de MBBR utilizando NH4Cl no
enriquecimento foi mais lento que o tratamento sem o enriquecimento. No entanto, ambos os
tratamentos tiveram uma velocidade de maturagao satisfatoria, levando menos de 30 dias. O
que se pode constatar que o uso de meios sintéticos como NH4Cl e acetato de sddio como fontes
de C:N associado ao efluente de Pimelodus Maculatus durante o processo de partida, tiveram

um beneficio importante no tempo de maturagao.
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