A

[ty

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM OCEANOGRAFIA

CLAUDIO URBANO SANTOS DE CASTRO

AVALIACAO DA EFICIENCIA DE BIORREMEDIADORES A BASE DE
MICRORGANISMOS EFICIENTES NA REDUCAO DE COMPOSTOS
NITROGENADOS E FOSFATADOS EM MEIO LIQUIDO

Sao Luis, MA
2024



CLAUDIO URBANO SANTOS DE CASTRO

AVALIACAO DA EFICIENCIA DE BIORREMEDIADORES A BASE DE
MICRORGANISMOS EFICIENTES NA REDUCAO DE COMPOSTOS
NITROGENADOS E FOSFATADOS EM MEIO LIQUIDO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
graduacdo em Oceanografia — PPGOceano, da
Universidade Federal do Maranhdo - UFMA,
como requisito parcial a obtencéo do titulo de
mestre.

Area de concentracdo: Oceanografia Ambiental

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Luvizotto Santos

Sao Luis, MA
2024



Ficha gerada por meio do S5IGAA/BIblioteca com dados fomecidos pelola) autor(a).
Diretoria Integrada de Bibliotecas/UFMA

Bantos de Castro, Cliundioc Urbano.

AVALIACAO DA EFICIENCIA DE BIORREMEDIADORES A BASE DE
MICRORGANISMOS EFICIENTES NA REDUCAO DE COMDOSTOS
NITROGENADOS E FOSFATADOS EM MEIO Liguino / cliudioc Urbano
ESantos de Casktro. - 20240

65 f.

orientador(a) : Ricardo Luvizobtbo Santos.

Dieeertagldo (Mestrado}l - Programa de PSe-graduagio em
oceanografiafeche, Universidade Federal do Maranhio, sSd3o
Luis-ma, 2024.

1. Agquicultura. 2. Bilorremediag8o. 3. Bilotecnologia
Aquicola. 4. Eutrofizaglo. 5. Qualidade de Agua. I.
Santos, Ricardo Luvizobto. II. Titulo.




CLAUDIO URBANO SANTOS DE CASTRO

AVALIACAO DA EFICIENCIA DE BIORREMEDIADORES A BASE DE
MICRORGANISMOS EFICIENTES NA REDUCAO DE COMPOSTOS
NITROGENADOS E FOSFATADOS EM MEIO LIQUIDO

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
graduacdo em Oceanografia — PPGOceano, da
Universidade Federal do Maranhdo - UFMA,
como requisito parcial a obtengdo do titulo de
mestre.

Aprovado em: 28 de junho de 2024

BANCA EXAMINADORA:

Prof. Dr. Ricardo Luvizotto Santos
Universidade Federal do Maranhdo — UFMA

Prof. Dr. Leonardo Teixeira Dall’ Agnol
Universidade Federal do Maranhdo — UFMA

Profd. Dr2. Alana Gandra Lima de Moura
Universidade Federal do Maranhdo — UFMA

Sdo Luis — MA
2024



DEDICATORIA

A Sara, minha companheira incansavel, cuja paciéncia,
amor e apoio incondicional me proporcionaram a forga
necessaria para enfrentar os desafios ao longo desta jornada
académica. Sua compreensdo nos momentos de auséncia e seu
incentivo constante foram fundamentais para a realizacdo deste
trabalho.

A Mariana e Susana, minhas filhas, cujo sorriso e
alegria de viver me inspiram diariamente. Vocés sdo a luz que
ilumina meus dias e a motivacéo para buscar sempre o melhor.
Que este trabalho seja um exemplo para vocés de que, com
dedicacao e esfor¢o, todos 0s sonhos sdo possiveis.

A vocés, minha eterna gratidao e amor.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Jesus, o Cristo, cuja infinita graca tem sido meu
alicerce. Sua presenca me concedeu a forca, a sabedoria e a coragem necessarias para
enfrentar e superar cada desafio ao longo desta jornada académica. Sem Sua orientagédo
divina, esta conquista ndo teria sido possivel.

Agradeco sinceramente a todos que contribuiram para a realizacdo desta
dissertacao.

Expresso minha profunda gratiddo ao meu orientador prof. Dr. Ricardo Luvizotto
Santos, pela orientacdo dedicada, paciéncia e valiosas sugestdes ao longo deste trabalho.
Agradeco também aos membros da banca examinadora, Prof., Dr. Leonardo Teixeira
Dall’ Agnol e Profa. Dra. Alana Gandra Lima de Moura, pelos comentarios construtivos
e contribuicdes que enriqueceram este estudo. Aos Prof. Dr. Marco Valério Jansen
Cutrim, Prof. Dr. Audalio Rebelo Torres Junior e Profa. Dra. Mariana Basso Jorge, meu
muito obrigado pelas valiosas contribui¢fes nas etapas que precederam a defesa.

Agradeco & minha familia pelo amor incondicional, apoio constante e
compreensdo durante os momentos de auséncia dedicados a esta pesquisa. Em especial,
dedico este trabalho a minha esposa Sara Soeiro Brito de Castro e as minhas filhas
Mariana Brito de Castro e Susana Brito de Castro, que foram uma fonte constante de
inspiracdo e motivacao.

Sou grato aos meus colegas de laboratério e amigos que compartilharam suas
ideias e experiéncias ao longo deste caminho académico: Mateus Marques, Arcediago
Junior.

Agradeco também a FAPEMA que possibilitou o desenvolvimento deste projeto.

Por fim, agradeco a todos aqueles que, de alguma forma, contribuiram para esta
jornada académica, mesmo que ndo mencionados aqui diretamente. Vocés foram
essenciais para o sucesso deste trabalho.

A todos, meu sincero obrigado.



RESUMO

A aquicultura é a atividade de producdo de alimentos de mais rapido crescimento
mundial, impulsionada pelo aumento da populacdo, por fatores econémicos e pela
demanda por alternativas a producdo pecuaria. Ha grande expectativa de que o Brasil se
torne um dos principais produtores de alimentos aquaticos do mundo e os desafios
ambientais e processuais da atividade devem ser superados para que se alcance esse
potencial aquicola nacional. Estratégias de mitigacdo e controle de compostos
indesejaveis, como a biorremediagdo com microrganismos, estdo ganhando atencdo no
manejo aquicola e melhorando a viabilidade técnica e financeira dos empreendimentos.
No entanto, o uso desses microrganismos apresenta limitacdes importantes que precisam
ser consideradas, sobretudo quanto a definicdo dos consorcios microbianos mais
eficientes e protocolos para seu uso. A pesquisa aqui proposta visou avaliar a acdo de
biorremediadores microbianos multiespecificos (fermentado de Microrganismos
Eficientes Endogenos — MEE, prospectados em mata riparia, Bactérias Pdrpura Néo-
Sulfurosas — BPNS, e um formulado comercial — Stability®) os quais foram aplicados em
meio liquido artificialmente eutrofizado. Foram determinados parametros fisico-quimicos
(temperatura, OD, pH e condutividade elétrica) e quimicos (alcalinidade, dureza, amdnia,
nitrito, nitrato, fosfato, fosforo, pentoxido de fosforo e dioxido de carbono) antes e apds
a adicdo dos biorremediadores nos tempos 6, 12 e 24 h pds tratamento. Os resultados
indicaram que o tratamento com BPNS foi o mais eficaz na reducdo da amonia (90% -
24h) e fosfato (64% - 24h). O tratamento com ME também reduziu os niveis de fosforo
fosfato (41% - 24h) mas, no entanto, apesar do consumo de amdnia observado até 12 h
de ensaio (60%), houve um aumento expressivo na concentracdo de amonia as 24 h
(188%). Considerando a dinamica observada nos parametros de qualidade de &gua,
principalmente a relacionada ao sistema tampao (alcalinidade, dureza e pH), além da
reducdo de amonia e fosforo, a aplicacdo simultanea dos biorremediadores BPNS e MEE
pode gerar efeitos positivos recomendando-se, portanto, a avaliagéo do efeito combinado
desses consorcios microbianos em estudos futuros. Além disso, a identificacdo dos grupos
microbianos constituintes é fundamental para a avaliacdo de risco considerando a

aplicacdo aquicola.

Palavras-chave: Aquicultura, Biorremediacdo, Biotecnologia Aquicola, Eutrofizagdo,
Qualidade da Agua.



ABSTRACT

Aquaculture is the fastest-growing food production activity worldwide, driven mainly by
population growth, economic profits, and demand for alternatives to terrestrial livestock
production. There is great expectation that Brazil will become one of the world's leading
producers of aquatic foods, and the environmental and procedural challenges of the
activity must be overcome to achieve this national aquaculture potential. Mitigation and
control strategies for undesirable compounds, such as bioremediation with
microorganisms, are gaining attention in aquaculture management and improving the
technical and financial viability. However, the use of these microorganisms has
significant limitations that need to be considered, particularly regarding the definition of
the most efficient microbial consortia and protocols for their use. The research proposed
here aimed to evaluate the action of multispecific microbial bioremediators (fermented
Endogenic Efficient Microorganisms — EEM, prospectively obtained from the riparian
forest, Non-Sulfur Purple Bacteria - BPNS, and a commercial formulation - Stability®)
which were applied in artificially eutrophicated liquid media. Physicochemical
parameters (temperature, OD, pH, and electrical conductivity) and chemical parameters
(alkalinity, hardness, ammonia, nitrite, nitrate, total phosphorus, phosphate, phosphorus
pentoxide, and carbon dioxide) were determined before and after the addition of
bioremediators at 6, 12, and 24 hours post-treatment. The results indicated that the
treatment with BPNS was the most effective in reducing ammonia (90% - 24h), and
phosphate (64% - 24h). The treatment with EEM also reduced levels of phosphate (41%
- 24h), however, despite the observed ammonia consumption up to 12 hours of testing
(60%), there was a significant increase in ammonia concentration at 24 hours (188%).
Considering the dynamics observed in water quality parameters, especially those related
to the buffer system (alkalinity, hardness, and pH), in addition to the reduction of
ammonia and phosphorus, the simultaneous application of these bioremediators (EEM
and BPNS) may promote synergistic effects, therefore recommending the evaluation of
the combined effect of these microbial consortia in future studies. Furthermore,
identifying microbial groups is essential for risk assessment when considering

aquaculture applications.

Keywords: Aquaculture, Bioremediation, Aquaculture Biotechnology, Eutrophication,
Water Quality.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura ¢ a atividade de produc¢éo de alimentos que mais cresce no mundo,
impulsionada pelo crescimento populacional, pelos beneficios econémicos e pela
crescente busca dos consumidores por uma proteina alternativa a carne (Sarker, 2023).
Reconhecida como uma das formas mais eficientes e sustentaveis de producdo de
proteinas do ponto de vista ambiental (DMS, 2023), a aquicultura superou a pesca
extrativa em 2016, fornecendo 52% do total de pescado destinado ao consumo humano,
marcando um ponto de virada na industria pesqueira (FAO, 2024).

Esse crescimento também vem ocorrendo no Brasil nas Gltimas décadas, sendo
que a producdo de peixes em 2023 foi de aproximadamente 887 mil toneladas, um
crescimento de 3,1% em relacdo ao ano anterior (PeixeBR, 2024). Considerando a
crescente demanda por proteina animal, o grande potencial aquicola no territério nacional
e um cenario politico favoravel a atividade (Valenti et al., 2021), espera-se que esse
crescimento se mantenha nos proximos anos. A Agéncia Nacional de Aguas (ANA, 2020)
estimou que o Brasil teria condic¢des de produzir cerca de dois milhdes de toneladas anuais
de pescado considerando somente as aguas interiores. De fato, ha uma expectativa de que
o0 Brasil se torne um dos principais produtores de alimentos aquaticos do mundo (Bueno
etal., 2021; Valenti et al., 2021).

Apesar dos aspectos positivos como a eficiéncia na produgdo de proteina em
relacdo aos animais terrestres e a geracao de emprego, renda e de seguranca alimentar
(Olaganathan e Kar-Mun, 2017; Edwards, 2000; Dey e Ahmed, 2005; NOAA, 2020;
FAO, 2022), a aquicultura permanece associada a diversos impactos ambientais
negativos, incluindo a destruicdo de habitats, deterioracdo da qualidade das aguas
adjacentes, eutrofizacdo, introducdo de patdgenos e de espécies invasoras, utilizacdo de
proteina de origem animal para a producdo de racdo, entre outros (Boyd e Tucker, 1998;
Naylor etal., 2000; 2021; Boyd et al., 2022). Esfor¢os no sentido de aproximar a atividade
aos preceitos da sustentabilidade sdo necessarios e desafiadores.

A aquicultura continental pode ser definida como o cultivo de organismos
aquaticos dulcicolas sob condic¢des controladas onde o principal objetivo € produzir com
a maior eficiéncia possivel numa relacdo custo/beneficio favoravel. Isso implica em

cultivos com maior densidade de estocagem, alimentos com alta qualidade e uma ativa
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gestdo financeira e processual, elementos que ainda precisam ser melhorados no Brasil,
para que se concretize esse potencial aquicola nacional.

Com relacdo a qualidade da 4gua dos viveiros e dos efluentes gerados, estratégias
de mitigacdo como a biorremedia¢do vem ganhando vez e investimento no setor, com 0
desenvolvimento de produtos especificos para a reducdo da carga poluidora dos sistemas
aquicolas. Esses processos biotecnoldgicos em que organismos vivos, principalmente
plantas e/ou microrganismos sdo utilizados para remover, degradar ou reduzir as
concentragdes de poluentes no meio, vém contribuindo sobremaneira na viabilidade
técnico-financeiro de empreendimentos com diferentes capacidades produtivas (Lawton
et al., 2013; Martinez-Porchas et al., 2014; Lananan et al., 2014; Ape et al., 2019; Jasmin
et al., 2020). Entretanto e apesar dos beneficios inegaveis, a biorremediacdo utilizando
microrganismos apresenta algumas limitagdes que devem ser consideradas (Ebeling et
al., 2006; Martinez-Porchas et al., 2014; Azubuike et al., 2016; Dangi et al., 2019; Kumar
et al., 2021; Nyika e Dinka, 2022). A prospeccao de sistemas microbiologicos Uteis ao
processo produtivo e a maneira como devem ser utilizados nas praticas de manejo
certamente seguirdo como temas centrais nos estudos em biotecnologia aquicola nos
proximos anos.

Os avancos da aquicultura ESG (Environment Social Governance - Governanga
Ambiental, Social e Corporativa) e da Aquicultura 4.0, cujo objetivo é melhorar a
produtividade sem comprometer a salde dos ecossistemas, incluem a maior
instrumentacao, incluséo de processos avangados de informacao e comunicacao, sistemas
de apoio a tomada de decisdo, processamento de imagens, sistemas de informacéo
geogréfica e a adogdo de métodos biotecnoldgicos inovadores, como a impresséo 3D de
alimentos, modificacdo genética, novas vacinas e uso de simbidticos (El-Gayar, 1997;
Lee 2000; Bueno et al., 2021; Vo et al., 2021; Zhao et al., 2021). Além disso, as recentes
(bio)tecnologias aquicolas, como uso dos microrganismos eficientes, a tecnologia
bioflocos, a aquamimética e uso de insetos como fonte proteica para ragdo, vém
contribuindo para a produgdo sustentdvel com menor impacto ambiental e devem ser
incentivadas, aproximando a atividade dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS) da ONU (Manan et al., 2023).

O futuro da humanidade depende da nossa capacidade de produzir alimento de
qualidade e em quantidade suficiente, e ha forte indicios de que a producdo pecuaria
industrial, a qual sustenta altos niveis de consumo de carne, seja insustentavel por estar

relacionada a perda generalizada de biodiversidade e a degradacéo dos ecossistemas (Beal
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et al.,, 2023; Gordon et al.,, 2023), sendo que a aquicultura representa uma real
possibilidade de se alcancar uma producdo de proteina mais sustentada (Goémez et al.,
2019; Aragao et al., 2022; Sarker, 2023). Encontrar alternativas que proporcionem num
horizonte de curto prazo alternativas sustentaveis para 0 manejo aquicola, tem sido o
motor que impulsiona o presente trabalho. Nesse sentido, a pesquisa aqui proposta com o
uso de biorremediadores constituidos por culturas microbianas multiespecificas
representa uma perspectiva real de mudar esse quadro, a medida que consistird em validar
cientificamente procedimentos aplicados empiricamente em algumas propriedades rurais
no Maranh&o (pela AquaX — Tecnologia e Gestdo em Aquicultura Ltda.-ME), embora
exitosas, sem o0 necessario rigor cientifico na sua descri¢éo e validacgéo.

Neste trabalho, serdo apresentados o0s resultados de ensaios laboratoriais
utilizando meio liquido eutrofizado simulando uma condicdo de excesso de compostos
nitrogenados e fosfatados, condicdo que, infelizmente, tem sido verificada nos
empreendimentos no Maranhd&o. Diferentes consorcios microbianos aqui denominados de
biorremediadores, foram adicionados ao meio, processo denominado bioaumentacéo,
sendo que a dindmica da alteracdo de diferentes pard@metros quimicos e fisico-quimicos
foi determinada dentro de 24 h de estudo. Esse curto intervalo de avaliagcdo considerou a
rotina de manejo dos produtores, ou seja, um tratamento (que deve ser) diario. Vale
ressaltar que parte desses procedimentos vem sendo aplicados ha alguns anos pela AquaX
e essas experiéncias praticas, consideradas como “ensaios preliminares”, permitiram um
delineamento experimental mais assertivo. Apesar disso, como todo trabalho cientifico,
0s avancos aqui alcangados ainda sdo incipientes e um longo caminho ainda deve ser
percorrido para que haja uma definicdo/estabelecimento de um protocolo de uso seguro e

eficiente de biorremediadores aquicolas adequados para as condi¢des locais.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biotecnologia Aquicola

Tradicionalmente, a aquicultura em tanques escavados nos sistemas extensivo e
semi-intensivo tém usado processos baseados em microalgas fotoautotréficas para
controlar o acimulo de nitrogénio e fosforo nos tanques, nutrientes oriundos da adubacao,
racdo ndo consumida e excretas dos espécimes cultivados (Brune et al., 2004). Entretanto,
a capacidade de suporte do ambiente é limitada e consequentemente, a biomassa maxima
segura de cultivo no sistema extensivo, por exemplo, é de apenas 0,6 kg/m3. Essa
capacidade € baseada na integragdo do modelo bioenergético nutricional “FishPrFEQ”
de Cho e Bureau (1998) com o modelo hidrodinamico de Dillon e Rigler (1974).

Apesar do baixo investimento necessarios para esses sistemas de cultivo,
considerando tanto despesas/investimentos em bens de capital (CAPEX), quanto despesas
operacionais e de organizacdo (OPEX), a baixa produtividade por area os torna inviaveis
do ponto de vista econémico. Por outro lado, o0 modelo de aquicultura intensiva contribui
para uma elevada producdo em atendimento a crescente demanda, embora com
frequéncia, possa negligenciar o equilibrio ecolégico dos recursos aquaticos adjacentes
(Zhou et al., 2023). Historicamente, os cultivos intensivos utilizaram altas taxas de
renovacdo para garantir a qualidade da agua, liberando, via efluentes, cargas de nutrientes
e matéria organica em demasia, 0s quais podem contribuir para a eutrofizacdo de
ambientes aquaticos de duas maneiras: 1) pela adicdo de matéria organica e/ou 2) pelo
estimulo a producdo primaria pela adicao de nutrientes inorganicos dissolvidos (Thoman
et al. 2001; Boyd et al., 2007; Quifiones et al., 2019; Zhou et al., 2023).

O aumento das densidades de cultivo e consequente aumento da produtividade é
diretamente proporcional a tecnificacdo da atividade e decorre de um maior investimento
de capital financeiro e intelectual (Anyadike et al., 2016). Nesse sentido, diversas técnicas
aquicolas tém sido desenvolvidas visando a melhoria da eficiéncia e melhor controle dos
impactos negativos associados. Zhou et al. (2023), em uma revisao recente, apresentaram
uma linha do tempo indicando as principais pesquisas de tecnologias de base ecoldgica

desenvolvidas para a aquicultura de 4gua doce (Figura 1).
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Figura 1 Linha do tempo das pesquisas biotecnolégicas desenvolvidas para a aquicultura continental (1990
a 2021). Em azul, tecnologias que requerem maior investimento em infraestrutura e equipamentos. Em
verde, tecnologias de base ecolégica (Adaptado de Zhou et al., 2023). RAS: Sistema de Recirculacéo;
IMTA: Aquicultura Multitréfica Integrada.

Uma das estratégias biotecnoldgicas para cultivo em sistemas intensivo e/ou
superintensivo com biomassa final superior a 20 kg/m® é o RAS (Recirculating
Aquaculture System), cujo reuso e controle da qualidade de agua se da com auxilio de
sistemas de filtragem compostos por diferentes filtros, entre eles biorreatores ou
biofiltros. Nestes filtros utilizam-se biofilmes em diferentes midias contendo bactérias
autotréficas quimiossintetizantes, bactérias oxidantes de aménia (AOB - Ammonia-
Oxidizing Bacteria) e bactérias oxidantes de nitrito (NOB - Nitrite-Oxidizing Bacteria)
para a nitrificacdo do nitrogénio amoniacal em nitrito e nitrato (Timmons et al., 2002).
Além desses microrganismos formadores de biofilme, a adicdo de microrganismos em
suspensdo tem resultado na melhora da qualidade da agua e na performance geral de
diferentes cultivos RAS (Astari et al., 2022; El-Kady et al., 2022; Qiu, et al., 2023).

Apesar da elevada eficiéncia e beneficios inegaveis como a possibilidade dos
cultivos poderem se desenvolverem em regides distantes dos mananciais de agua, o
sistema RAS apresenta algumas desvantagens como elevados custos CAPEX e OPEX,
dependéncia de fonte de energia elétrica ininterrupta, complexidade e exigéncia de
pessoal qualificado, controle de patdgenos, de entre outros (Timmons et al., 2002; Badiola
etal., 2018; Holan et al., 2020; Ahmed e Turchini 2021). Além disso, em alguma medida,
hé& a necessidade de reposicdo ou renovacao parcial de agua didria em torno de 10%
(Twarowska et al., 1997).
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Na busca por sistemas de cultivo com “troca de dgua zero”, diversas pesquisas
tém sido desenvolvidas visando melhorar a pegada hidrica dos sistemas de reuso, com
destaque para os estudos utilizando a tecnologia bioflocos (BFT — Biofloc Technology).
A tecnologia BFT baseia-se na producdo de flocos microbianos em suspenséo utilizando
aeracdo constante e adicdo de carbono organico, estimulando-se o crescimento de
bactérias heterotroficas que convertem o nitrogénio amoniacal em proteina microbiana
(Avnimelech e Weber 1986; Avnimelech 1999). Os principios para a utilizacdo de
sistemas ZEAH (Zero Exchange, Aerobic, Heterotrophic — Zero Troca, Aerdbico,
Heterotrofico) foram desenvolvidos concomitantemente em Israel com cultivo de tildpias
(Avnimelech et al., 1989, 1994) e nos Estados Unidos da América com cultivo do
camardo cinza Litopenaeus vannamei (Hopkins et al., 1993, Chamberlain e Hopkins,
1994). Entre as principais vantagens deste sistema estdo a facilidade na implementacao
de estratégias de bioseguranca (Moss, 1999), a possibilidade de reducdo nos niveis de
proteina da dieta (Burford et al., 2004, Ballester et al. 2010) e a reducdo ou eliminacéo
dos impactos ambientais provocados pelos efluentes (Browdy et al., 2001). Todavia,
apesar das vantagens proporcionadas pelo sistema ZEAH, é necessaria uma alta
densidade de estocagem para garantir a viabilidade econémica (van Wik, 2001; Weirich,
2002) elevando os riscos e os custos da producdo, aléem da necessidade de um corpo
técnico especializado.

Outra estratégia de base biotecnolégica que vem ganhando atencdo é a
Aquicultura Multitrofica Integrada (IMTA - Integrated MultiTrophic Aquaculture) que
compreende o cultivo de espécies diferentes de forma consorciada para melhorar a
eficiéncia, reduzir o desperdicio e fornecer servicos ecossistémicos, como a
biorremediacgdo. Diferente dos policultivos convencionais, onde varias espécies podem
ser produzidas em conjunto, mas todas pertencem ao mesmo nivel tréfico; no sistema
IMTA, as espécies de nivel trofico inferior (geralmente plantas e/ou invertebrados)
utilizam residuos organicos e inorganicos como fezes e alimentos ndo consumidos das
espécies troficas superiores, atuando como biorremediadores (Chopin et al., 2012;
Chopin, 2013). Segundo a FAO (2022):

“...uma pratica na qual os subprodutos de uma espécie sdo reciclados para se

tornarem insumos para outra’

O equilibrio entre as diferentes espécies que compdem a IMTA e consequente

baixa resiliéncia do sistema parece ser o grande desafio a ser superado. Khanjani et al.
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(2022) apontam alguns problemas como surtos de doencas, probabilidade de colapso
devido a dependéncia de inputs de varios niveis troficos, indefinicdo dos consoércios
(proporcdo entre espécies) podendo levar uma producdo ineficiente e risco de

superpopulagéo e superlotacdo de organismos durante as diferentes fases do cultivo.

Considerando os exemplos citados anteriormente e independentemente da
tecnologia adotada, os cultivos precisam lidar com o acumulo de compostos indesejaveis
que afetam a produtividade. O acimulo de compostos nitrogenados em sistemas aquicolas
a partir do incremento da racdo é o segundo fator limitante para se aumentar a
produtividade dos cultivos, atras apenas do oxigénio dissolvido (Ebeling et al., 2006).
Além dos compostos nitrogenados, o fosforo é outro macronutriente importante para 0s
sistemas aquicolas, cujos niveis podem aumentar significativamente durante a producéo
(McDaniel et al., 2005; Zhang e Fang, 2006; Yogev et al., 2020). Além de limitar a
produtividade, esses nutrientes podem alterar o estado trofico do corpo hidrico receptor,
intensificando os problemas ambientais relacionados a atividade (Talbot e Hole, 1994;
Montagnolli et al., 2004; Chislock et al., 2013; Herath e Satoh, 2015; Dauda et al., 2019).

Sabe-se que aproximadamente 36% da racdo ingerida € excretada (Brune et al.,
2003) e 75% do nitrogénio é lancado via efluente (Piedrahita, 2003; Gutierrez-Wing e
Malone, 2006). Estimativas indicaram que a taxa de excre¢do de nutrientes por peixes
mantidos com dieta contendo 35-40% de proteina e com conversdo alimentar de 1:1,5 é
de aproximadamente 25 g de nitrogénio por quilo de biomassa produzida (Cochava et al.,
1990). Em termos de biomassa, pode-se comparar 3 toneladas de tilapia a um grupo de
50 pessoas (Helfman et al., 1997) que, com base na geracdo de residuos, equivaleria a
uma comunidade de cerca de 240 habitantes (Aziz e Tebbutt, 1980). Pode-se, portanto,
concluir que a biomassa de peixes vivos pode gerar cerca de 5 vezes mais residuos do que
a biomassa humana. 1sso se da pelo fato do sistema digestivo dos organismos aquaticos
ser pouco eficiente, e uma fracao consideravel de alimento nao digerido é excretada para
0 meio (Amirkolaie, 2005).

O hébito alimentar dos peixes reflete-se na anatomia digestiva, sendo que o
comprimento do intestino dos peixes é curto e a relacao entre o comprimento do intestino
e 0 comprimento do corpo é pequena (Hertrampf e Piedad-Pascual, 2000). Por exemplo,
0 intestino da carpa € 2,0 a 2,5 vezes maior que 0 corpo, enquanto o intestino humano é
cerca de 3 a 4 vezes mais longo que o corpo e o de bovinos e ovinos €, respectivamente,

20 e 30 vezes maior. Consequentemente nos peixes, 0 quimo permanece no intestino
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apenas por um curto periodo e por esta razdo, a ragdo para organismos aquéticos deve ter
alta digestibilidade. Além disso, 0s organismos aquaticos usam proteinas para a producéo
de energia, ao contrario dos animais terrestres que usam principalmente carboidratos e
lipidios (Hepher, 1988). A necessidade de proteina dos organismos aquaticos, portanto, é
cerca de duas a trés vezes maior do que a dos mamiferos, sendo a aménia o principal
produto final do metabolismo das proteinas (Wright, 1995; Walsh, 2001). Todos esses
fatores contribuem para os elevados residuos de nitrogénio na dgua de sistemas aquicolas.
As trés vias de conversdo de nitrogénio tradicionalmente usadas para a remogédo
da aménia em sistemas aquicolas sdo: remocdo fotoautotrofica por algas, conversdo
bacteriana autotrofica de amonia em nitrito e nitrato e converséo bacteriana heterotrofica
de amonia diretamente em biomassa microbiana. (Baumgarten et al, 2001; Ebeling et al.,
2006). Na &gua, a amoénia (NHs) e o aménio (NH4*) estdo em equilibrio dependendo do
pH e da temperatura (Timmons et al., 2002), sendo que a soma das duas formas é chamada
de Nitrogénio Amoniacal Total (NAT ou TAN, do acrénimo em inglés de Total Ammonia
Nitrogen). Embora NHsz e NH4* possam ser toxicos para peixes, a forma ndo ionizada é a
mais toxica pelo fato de ser mais lipossolivel e, consequentemente, atravessar mais
facilmente as membranas bioldgicas do que os ions NH4* (carregados e hidratados)
(Korner et al., 2001). Por essa razdo, a rapida e eficiente remocdo da amdnia do meio é
fundamental para se manter a produtividade aquicola, minimizando o estresse quimico.
A ciclagem biogeoquimica do nitrogénio e fosforo em ambientes aquaticos
naturais € um processo complexo envolvendo os compartimentos organico e inorganico,
assim como as formas dissolvida e particulada desses compostos (Carmouze, 1994).
Diversos autores investigaram o efeito da relacdo C:N no desenvolvimento dos agregados
microbianos e absorcdo de nitrogénio e fésforo nos sistemas ZEAH, onde o nitrogénio é
removido de sua forma dissolvida (NH4*/NH3, NO2 e NO3") por quatro vias: nitrificacéo,
desnitrificacdo, volatilizacdo da amonia gasosa (NHs3) e assimilagdo por organismos
fotoautotroficos e por bactérias heterotréficas (quimio-organotréficas) (Avnimelech,
1999; Burford et al. 2003; Avnimelech 2006; Ebeling et al., 2006; Liu et al., 2021; Kumar
et al., 2021; Zablon et al., 2022; Khanjani et al., 2024). Nos sistemas ZEAH a razdo C:N
¢ aumentada, através da adicdo de carbono organico, para favorecer a assimilacdo de
nitrogénio (principalmente na forma de amonio) pelas bactérias heterotréficas e promover
a formacéo do floco microbiano que além de controlar os niveis das formas nitrogenadas
toxicas, contribuem com a nutri¢do e controle de patdégenos (Burford et al. 2004; Tacon
et al. 2002; Ahmad et al., 2017; Nisar et al., 2022; Zafar et al., 2022; Khanjani et al.,
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2024). O entendimento do papel dessas bactérias benéficas nos sistemas aquicolas vem
proporcionando diversas oportunidades e aplicagdes, sobretudo no desenvolvimento de
culturas e sistemas microbianos especificos para a manutencao da qualidade de agua.

Segundo Chang et al. (2019), existem trés tipos de bactérias benéficas usadas na
aquicultura: 1) bactérias que podem manter a qualidade da agua, como as bactérias
nitrificantes, 2) bactérias para bioaumento envolvidas na remocgdo de compostos
organicos e 3) probidticos (intestinais) para os animais cultivados. A investigacdo sobre
a comunidade microbiana e as formas de manipula-la é essencial para otimizar os sistemas
de cultivo aquicolas, com vistas ao aumento da produtividade e controle de enfermidades,
contribuindo para a sustentabilidade do setor e o pleno estabelecimento da Aquicultura
ESG.

2.2 Microrganismos Eficientes

A utilizacdo de Microrganismos Eficientes (ME), proposta pelo professor Dr.
Teruo Higa em meados da década de 1980, consiste na utilizacdo da microbiota presente
em ambientes conservados 0s quais participam na ciclagem de nutrientes,
disponibilizando-os para as plantas a partir da matéria organica do solo (Higa e Parr,
1994). Esses microrganismos sdo decompositores facultativos, fotossintetizantes, entre
outros, que podem promover o crescimento e desenvolvimento vegetal. Apesar de
conhecida ha muito tempo, essa técnica ganhou atencdo nos Gltimos anos, com o inicio
da producdo agroecoldgica. Santos et al. (2020), por exemplo, confirmam que esses
microrganismos contribuem para maior producdo, melhor protecdo fitossanitaria, além
do fato da sua utilizacdo ser uma técnica de baixo custo, otimizando os lucros da
producdo, principalmente as de cunho familiar.

Microrganismos sdo seres que exercem uma funcdo primordial, desde a captacéo
de energia solar, até suas transformacdes no solo e na dgua. Podem ser separados em dois
grandes grupos. Os microrganismos degenerativos que produzem em seu metabolismo
primario a amonia (NHs) e sulfeto de hidrogénio (H2S), cuja acdo é prejudicial as plantas
com aumento da rigidez dos solos impedindo seu crescimento e favorecendo o surgimento
de doencas e pragas. Além desses, temos 0s microrganismos regenerativos que produzem
substancias orgénicas Uteis as plantas via metabolismo secundario, os quais podem
produzir horménios e vitaminas, melhorando as propriedades bioldgicas, fisicas e
quimicas do solo. Nesse grupo estdo os ME encontrados naturalmente em solos férteis e

em algumas plantas (Higa e Parr, 1994).
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Quatro grupos de microrganismos compdem o grupo dos ME: leveduras,
actinomicetos, bactérias produtoras de &cido latico e bactérias fotossintetizantes. As
leveduras utilizam substancias liberadas pelas raizes das plantas, sintetizam vitaminas e
ativam outros microrganismos eficazes do solo. Actinomicetos controlam fungos e
bactérias patogénicas e aumentam a resisténcia das plantas. Bactérias produtoras do acido
latico controlam alguns microrganismos nocivos, como o Fusarium, porem néo liberam
nutrientes as plantas devido a fermentacdo da matéria organica. Ja as bactérias
fotossintetizantes utilizam substancias excretadas pelas raizes das plantas para a sintese
de vitaminas, nutrientes, aminodacidos, &cidos nucleicos, substancias bioativas e agucares,
que beneficiam o crescimento das plantas (Andrade et al., 2011).

Os microrganismos decompositores geralmente apresentam uma coloragédo
caracteristica podendo ser rosa, azul, amarelo e alaranjado, os quais retiram da matéria
organica os seus nutrientes resultando em compostos menores que séo liberados no
ambiente. Esses compostos sdo nutrientes e vitaminas que servem para a propria
comunidade microbiana, além de animais e plantas do meio. Também liberam alguns
compostos que aumentam a resisténcia das plantas aos insetos e algumas doencas. A
decomposicdo da matéria organica no solo faz proliferar alguns grupos de
microrganismos que estruturam-no evitando a compactacéo, aumentando a porosidade e
a infiltracdo de 4gua, bem como a profundidade de enraizamento. Outros beneficios sdo
a reducdo da eroséo e da frequéncia de irrigacdo (Begon et al., 2007).

A utilizacdo de ME em meios liquidos para a biorremediacdo tem se mostrado
promissora considerando serem facilmente obtidos e ndo prejudiciais ou patogénicos
(Lananan et al., 2014; Massa et al., 2017; Leong et al. 2019; Dong et al., 2020, Rempel
et al., 2021). Dentre os microrganismos promissores para as aplicacbes aquicolas, as
bactérias purpuras ndo-sulfurosas (BPNS) vém ganhando destaque pela eficiéncia na
remocdo de compostos indesejaveis como nitrogenados e fosfatados e controle de
patégenos (Klamt et al., 2008; Chandrasekaran e Kumar, 2011; Shapawi et al., 2012;
Dong, et al., 2020; Monroy e Buitréon, 2020; Alloul et al., 2021).

Em linhas gerais, apesar de alguns trabalhos terem observado que a adi¢do de ME
em sistemas aquaculturais melhora a qualidade da 4gua e o crescimento e a resisténcia as
doencas, por outro lado, esses resultados variam de acordo com o sistema de cultivo, a
disponibilidade de nutrientes e oxigénio e da composicdo da microflora (Al Azad, e
Ransangan, 2016; Zheng et al., 2017; 2019; Zhang et al., 2022; Miyasaka et al., 2023).
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Apesar dessas limitagdes, diversos produtos vém sendo langados no mercado para
diversas aplicac6es. Comercialmente, o termo empregado no Brasil pela inddstria do setor
de insumos aquicolas para esses produtos microbianos ¢ “probidtico”. Segundo a
Associacdo Cientifica Internacional de Probidticos e Prebidticos, os probioticos sdo
microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a saude do hospedeiro (Hill et al., 2014). Estes microrganismos principalmente
bactérias e leveduras, estdo naturalmente presentes em alimentos fermentados, e podem
ser adicionados a outros produtos alimentares. 1sso, a principio, limitaria o uso do termo
aos microrganismos adicionados na ragdo, mas tem sido empregado também para 0s
condicionadores de agua.

Outros aditivos que vém ganhando espaco no mercado séo os prebiotico, definidos
como substratos utilizados seletivamente por microrganismos hospedeiros conferindo
beneficio a salde. Esta definicdo expande o conceito de prebidticos para outras
substancias além dos carboidratos, incluindo aplicacdes em outros locais do corpo que
ndo o trato gastrointestinal e diversas categorias além de alimentos (Gibson et al., 2017).
A combinacdo de prebioticos e probidticos recebe a denominagdo de simbidticos,
produtos comerciais que contém substratos prebidticos (agUcares) e organismos
probidticos (microrganismos eficientes).

O mercado mundial de probioticos na producdo animal deve atingir US$ 7,1
bilhGes até 2028, com um crescimento anual cumulado de 9,1%, considerando que a
procura desses produtos biotecnoldgicos serd impulsionada pelo aumento do uso nos
mercados emergentes como da Asia-Pacifico e da América do Sul (Market and Markets,
2024).

Considerando que cada vez mais 0s manejos aquicolas serdo dependentes do uso
de sistemas microbiologicos, alternativas de baixo custo com foco nos produtores
familiares, sobretudo em regifes pouco desenvolvidas e com acesso restrito as novas

(bio)tecnologias, devem ser incentivadas.
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3. JUSTIFICATIVA

A utilizacdo de técnicas de biorremediagdo com a utilizagdo de processos de
bioaumentacdo através do uso de microrganismos eficientes na aquicultura pode reduzir
0s custos de producdo, por ser uma técnica simples e de baixo custo, que pode ser feita
pelo proprio aquicultor. Nesse sentido, a pesquisa aqui proposta com 0 uso de
microrganismos eficientes enddgenos (MEE) representa uma perspectiva real de
inovacdo biotecnoldgica, a medida que consistirA em validar cientificamente
experimentos desenvolvidos em alguns empreendimentos no Maranhdo pela AquaX
Ltda., embora sem o necessario rigor cientifico.

Conhecer a cinética e a dinamica da atenuacao da carga poluidora, bem como as
limitacGes do uso de sistemas baseados em consorcios microbianos para a biorremediacao
de sistemas/efluentes aquicolas é interesse tanto para a academia como para 0 setor
produtivo local. Esse conhecimento torna-se ainda mais importante considerando as
novas tecnologias da Aquicultura 4.0 que incluem sistemas de controle
computadorizados, sistemas de inteligéncia artificial, machine learning, entre outras, que
dependem primordialmente das informagdes geradas em ensaios experimentais (Yang et
al., 2021; Dilmi e Ladjal, 2021; Zambrano et al., 2021; Zhao et al., 2021).
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4. OBJETIVO GERAL

Avaliar a aplicacdo de biorremediadores na concentracdo de compostos

nitrogenados e fosfatados em meio liquido.

4.1 Objetivos Especificos

e Avaliar a eficiéncia de remog&o de amonia, nitrito, nitrato, fosforo, 6xido de fosforo
e fosfato em funcdo do tempo.

e Comparar o efeito da mudanca de in6culo de MEE, BPNS e produto comercial na

eficiéncia de remocéo

e Monitorar parametros de qualidade de 4gua durante as 24 h de ensaio
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Biorremediadores

Para a captura dos microrganismos eficientes enddgenos - MEE, foram preparadas
porcdes de 50-100 g de arroz cozido as quais foram ensacadas em tela de nylon de malha
1,0 mm, e distribuidas em diferentes pontos de mata riparia no Campus Dom Delgado da
UFMA em Sao Luis, MA. Ap6s 15 dias, essas “armadilhas” foram coletadas e as colonias
de microrganismos localizadas na superficie do arroz foram selecionadas de acordo com
a cor, segundo Merici et al. (2017) e Sousa et al. (2020). As colonias de coloracédo rosa,
azul, amarelo e laranja foram consideradas como indculos de microrganismos
potencialmente eficientes e o0s de coloracdo escura (cinza, marrom e preto),
potencialmente patogénicas, foram descartadas. Em seguida, essas pequenas por¢oes de
arroz contendo as coldnias coloridas foram distribuidas em garrafas PET de 2 litros (n =
7) contendo solucdo aquosa de melaco de cana 5% (m/v) em agua de abastecimento
desclorada. As garrafas foram fechadas e armazenadas em temperatura ambiente entre 10
e 20 dias, com abertura diaria das tampas para retirada do excesso de gas formado pelo
processo fermentativo.

Além dos MEE (Figura 2) bioprospectados no Campus da UFMA, foram
utilizados dois produtos que estdo no mercado nacional. Um meio liquido contendo
indculo de bactérias BPNS (Aquario Sobrinho, Vila Velha, ES - Figura 3) e prebi6ticos
(glutamato monossédico, ovo, 6leo de peixe e dgua de tanque de piscicultura), e um
formulado comercial Stability® (Seachem, USA) contendo uma mistura de bactérias
fixadoras aerdbicas, anaerdbicas e facultativas ndo sulfurosas (Seachem, 2011).

4
40x 100X

o

B
20um % g g um > b

Figura 2. Microfotografia dos Microrganismos Eficientes Endégenos (MEE) prospectados no Campus da
UFMA, coradas com Fucsina Bésica, observadas sob microscépio 6ptico. Aumento de 40x (a) e 100x (b).
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(Vila Velha, ES), coradas com Fucsina Basica, observadas sob microscopio éptico. Aumento de 40x (a) e
100x (b).

5.2. Planejamento Experimental

A agua utilizada nos ensaios foi proveniente de abastecimento publico, a qual foi
desclorada por aeracdo, cuja auséncia de residuos de cloro foi confirmada com kit
colorimétrico baseado no método DPD (dietil-p-fenilenodiamina) (Labcon, SC, Brasil).
Em seguida, foi preparada uma solugdo estoque contendo os fertilizantes a base de
nitrogénio e fosforo, seguindo método empregado em tanques de cultivo com tecnologia
BFT (Samocha et al., 2007). Para tal, foram dissolvidos ureia (Fertipar®, 99% de pureza)
e superfosfato triplo (Fertipar®, 99% de pureza), nas quantidades de 5 mg/L e 0,3 mg/L,
respectivamente. A relacdo C/N do sistema foi mantida em 15/1 utilizando-se agUcar
comum (C 42%, H 6% e O 52%) com base na concentracdo de nitrogénio amoniacal, de
acordo com a metodologia proposta por Avnimelech (1999) e Ebeling et al. (2006), sem
a adicdo de farelos como substrato para fixacdo dos microrganismos, 0 que poderia
aumentar a turbidez do meio. Essa solugdo nutritiva estoque foi prepara em tanque
circular de 500 L sob movimentacdo constante (bomba submersa 2.000 L/h) e monitorada
por 7 dias até a estabilizacdo dos niveis de aménia proximo de 4 mg/L, considerado critico
e frequente para a maioria dos cultivos intensivos no Maranhdo (AquaX, s.d.).

Foram utilizadas 12 caixas plasticas (cor preta) tipo gaveteiro (BIN n°07,
SIPLAS®, RS), medindo 165 x 210 x 330 mm (A x L x P) dispostas em prateleira de
forma agrupada para minimizar a contaminacdo por aerossois. Foram preparados trés
tratamentos além do controle (sem adicdo de biorremediador), em triplicata, os quais
foram constantemente aerados com pedra porosa difusora de ar fornecido por um
soprador (18 m?3h, SunSun HG-180, China). A sala foi mantida sem controle de
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temperatura (27,7 a 28,5°C) com fotoperiodo 12 h claro/12 h escuro com luz indireta

natural e artificial (4 lampadas fluorescente tubular de 40W branca 6.500 K).

5.3. Analises dos Parametros Fisico-quimicos da Agua

Antes da aplicacdo dos biorremediadores, foram determinados os parametros
fisico-quimicos com auxilio de uma sonda multiparametro (Akso, modelo AK88, Brasil)
previamente calibrada com solucdo prépria fornecida pelo fabricante, a saber:
temperatura, pH, oxigénio dissolvido (OD) e condutividade elétrica (CE). Além disso,
amostras de agua (100 mL) foram coletadas e congeladas -20°C até posterior analise.
Essas amostras corresponderam ao tempo ‘zero’. Em seguida, foi aplicada uma tinica dose
de 1ml de biorremediador em cada uma das trés réplicas de cada grupo experimental
(exceto no branco), seguindo recomendacgéo dos fabricantes (Aquario Sobrinho - BPNS
e Seachem - STBY), e no caso do MEE, com base em resultados prévios obtidos em
tratamentos feitos em psiculturas locais (Aquax s.d.). Nos tempos 6, 12 e 24 h pos
tratamento, novas amostras foram coletadas de cada grupo experimental e congeladas até
0 momento das analises (dentro de no méximo 2 semanas). Também foram determinados
0s parametros fisico-quimicos em cada um dos tempos em todos os tratamento e réplicas.

A alcalinidade e a dureza foram determinadas por método colorimétrico utilizando
o kit Acqua Supre®, segundo método titulométrico (APHA, 2017). A amonia (NH3) foi
determinada em fotdmetro de bancada (Hanna, modelo HI-83099, USA) utilizando kit
colorimétrico Hanna (HI 93715) em comprimento de onda de 575 nm, adaptado do
método Nessler (APHA, 1995). A concentracdo de nitrito (NO2") foi determinada com Kit
Hanna (HI 93707) utilizando uma adaptacdo do método de sulfato de ferro e medido em
525 nm. O nitrato (NOgz’) foi determinado com kit colorimétrico Hanna (HI 93728)
baseado no método de reducéo de cadmio (APHA, 1995). O fostato, fésforo (P-PO43) e
0 6xido de fésforo foram determinados com kit colorimétrico Hanna (HI 93713) adaptado
do método de acido ascorbico (APHA, 1995).

A concentracdo de dioxido de carbono (CO.) dissolvido na agua foi estimada
segundo a metodologia proposta por Timmons et al. (2002), conforme férmula a seguir:

[CO,] = alcalinidade x 10(63-PH)
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5.4. Tratamento Estatistico

Os dados foram submetidos a andlise de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade de variancia (Leneve), sendo considerados ndo-paramétricos, e dessa
forma, as médias dos diferentes grupos experimentais nos diferentes tempos foram
comparadas seguindo o teste GLM (5%) com auxilio do programa R verséo 4.4.0 (R Core
Team, 2019).

A taxa de degradacao (TXdegrad) da amoénia (NHs) e do fosforo (P) foi determinada
conforme o método descrito por Henze et al (2008) e Chen et. Al (2023), conforme

formula a sequir:

A[NH; ou P]
Txdegrad = T

Onde:
e A[NHsou PJ: variagdo na concentracao (em mg/L);

e A[t]: intervalo de tempo em a varia¢cdo foi medida (em horas).

Parametros de qualidade de agua selecionados em funcdo da analise de
comparagdo entre médias foram submetidos a normalizacdo visando uniformizar as
escalas das diferentes analises, permitindo uma comparacédo entre eles. Os dados foram

normalizados (x’) utilizando a transformacgdo conforme formula a seguir:
X

x'=

xmax

Onde;:
e X:valor do dado;

® Xmax: Valor maximo no conjunto de dados.
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6. RESULTADOS

Os ensaios foram conduzidos em laboratorio sem controle de temperatura, com o
objetivo de simular uma condicdo semelhante a frequentemente encontrada nos
empreendimentos localizados no Maranhdo, ou seja, com temperaturas elevadas tipicas
da regido com médias anuais superiores a 26°C (NUGEO, 2016). A temperatura média
do ar ficou em 28,2°C (maximo de 28,5°C e minimo de 27,7°C) durante as 24 h de

experimento

6.1. Temperatura

A temperatura da agua nos tratamentos ficou em 28,35°C (méximo 28,9°C e
minimo 27,8°C), sendo que ndo houve diferenca significativa da temperatura entre 0s

tratamentos e entre os tempos amostrados (p>0,05).

6.2. Oxigénio Dissolvido

Com relacdo ao oxigénio dissolvido, em todos os tratamentos houve uma
diminuicédo significativa (p<0,05) nas primeiras 6 h (cerca de 24%) permanecendo em
torno de 6,5 mg/L até o final do experimento, o que representa cerca de 85% de saturagdo
de oxigénio (Figura 4).

Essa diminuicao pode estar associada a discreta elevacdo (p>0,05) da temperatura
da sala ap6s o inicio do experimento. Nao houve diferenca significativa entre os

tratamentos (p>0,05) em todos os tempos amostrados.

10,0

Oxigénio dissolvido (mg/L)

4,0

oh 6h 12h 18 h 24h

---#-- BRANCO — [ -STBY A— MEE ——BPNS

Figura 4. Valores de oxigénio dissolvido (mg/L) (média + erro padréo) no grupo controle (branco) e nos
tratamentos com biorremediadores. O ‘*’ indica valores significativamente diferentes (GLM, p<0,05) em
relagdo ao tempo ‘zero’.
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6.3. pH

Houve efeito significativo no pH (p<0,05) entre os tratamentos e ao longo do
tempo (Figura 5). Foi observada uma diminuicdo do pH no controle (branco) as 12 h com
posterior aumento do valor as 24 h (em relacdo ao tempo zero), sendo que nenhum dos
biorremediadores exibiu 0 mesmo comportamento.

O tratamento STBY manteve os niveis de pH semelhantes ao inicio até as 24 h
quando aumentou em relacdo ao tempo zero (p<0,05). No tratamento com MEE e BPNS,
houve diminuicéo do pH logo as 6 h, com retorno aos valores inicias as 12 h e aumento
do pH as 24 h.

Considerando a comparagdo entre os tratamentos no mesmo tempo, nota-se que
houve uma diminuicdo do pH no grupo MEE as 6 h, aumento do pH nos trés
biorremediadores as 12h (sendo maior no ME, p<0,05), e diminui¢do do pH as 24h

somente no tratamento com STBY.

7,0

Oh 6h 12h 18 h 24h

-4+ BRANCO =1 =STBY A— MEE —>&—BPNS

Figura 5. Valores de pH (média + erro padrdo) no grupo controle (branco) e nos tratamentos com
biorremediadores. O “*’ indica valores significativamente diferentes em relagdo ao tempo ‘zero’ (GLM,
p<0,05). Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes entre os tratamentos no mesmo
tempo (GLM, p<0,05).

6.4. Condutividade Elétrica

Com relacdo a condutividade elétrica (CE), houve aumento nos valores em relacdo
ao inicio do experimento somente as 24 h no controle e no tratamento com MEE (p<0,05),
e nesse caso, a CE foi maior que a observada no controle (p<0,05) (Figura 6). N&do houve
variacdo da CE nos tratamentos com STBY e BPNS (p>0,05).
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Figura 6. Condutividade elétrica (uS/cm) (média + erro padrdo) no grupo controle (brando) e nos
tratamentos com biorremediadores. O “*’ indica valores significativamente diferentes em relagdo ao tempo
‘zero’ (GLM, p<0,05). Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes entre os tratamentos
no mesmo tempo (GLM, p<0,05).

6.5. Alcalinidade

A alcalinidade n&o variou no grupo controle durante as 24 h de ensaio (p>0,05).
No entanto, variou em relacdo ao tempo nos tratamentos com biorremediadores (p<0,05)
(Figura 7). No caso dos MEE, houve diminuicdo da alcalinidade as 6 h com posterior
aumento expressivo as 12 h (266%) permanecendo elevado as 24 h. As BPNS também
consumiram a alcalinidade as 6 h sem (menor em relacdo aos MEE), retornando ao nivel
semelhante ao inicio do experimento (zero) as 12h, seguido de um aumento de 33% as
24h (p<0,05). No caso do STBY, a alcalinidade aumentou somente as 24 h em niveis

semelhantes ao observado nas BPNS neste tempo (p>0,05).
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Figura 7. Valores de alcalinidade (mg/L) (média + erro padrdo) no grupo controle (branco) e nos
tratamentos com biorremediadores. O ‘*’ indica valores significativamente diferentes em relagdo ao tempo
‘zero’ (GLM, p<0,05). Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes entre os tratamentos
no mesmo tempo (GLM, p<0,05)

6.6. Dureza

No geral, a dureza aumentou ao longo do tempo (p<0,05), inclusive no controle a
partir das 12 h, sendo que nos tratamentos com os biorremediadores, foi verificada certa
oscilacio entre as 6 e 12 h de ensaio (Figura 8). As 6 h os tratamentos com 0s
biorremediadores tiveram aumento da dureza, sendo mais pronunciado nos ME (p<0,05)
em relacdo aos demais. As 12 h STBY teve o maior aumento (p<0,05), seguido por EEM,
sendo que BPNS retornou aos valores iniciais (tempo zero), com valor médio menor que
0 observado no controle (p<0,05). As 24 h, a dureza dos tratamentos com STBY e MEE
diminuiram em relagcdo ao tempo 12 h, enquanto no tratamento com BPNS aumentou,
sendo que todos os biorremediadores apresentaram valores moderadamente elevados no
final do ensaio em relacdo ao tempo zero (p<0,05), com valores de dureza semelhantes

entre si (p>0,05).
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Figura 8. Valores de dureza (mg/L) (média + erro padréo) no grupo controle (branco) e nos tratamentos
com biorremediadores. O ‘*’ indica valores significativamente diferentes em relagdo ao tempo ‘zero’
(GLM, p<0,05). Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes entre os tratamentos no
mesmo tempo (GLM, p<0,05).

6.7. Amobnia

Com relacdo a concentracdo de amonia, no geral, houve uma diminuicdo dos
valores até as 24 h de ensaio (p<0,05), sendo que a Unica excecao foi no tratamento com
EM as 24 h quando houve um aumento expressivo da concentracdo de amdnia superando
em 88% o valor inicial (tempo zero) (Figura 9).

O STBY reduziu a concentragdo de amonia a partir das 12 h, sendo que as 24 h
foi observada uma reducdo de 85% em relacdo ao valor inicial (p<0,05). As BPNS
exibiram capacidade semelhante na reducdo da amonia, sendo que a diminui¢do correu a
partir das 6 h de tratamento (p<0,05) reduzindo, ao final do ensaio, cerca de 90% em
relacdo ao valor inicial (tempo zero).

Apesar do tratamento com MEE também ter sido efetivo logo nas primeiras horas,
reduzindo a amdnia em 60% as 12 h (p<0,05), foi observada uma anomalia, com aumento
expressivo da concentracdo de amoénia as 24 h (p<0,05), de cerca de 370% em relacdo ao
tempo anterior (12 h).
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Figura 9. Valores de ambnia (mg/L) (média + erro padrdo) no grupo controle (branco) e nos tratamentos
com biorremediadores. O ‘*’ indica valores significativamente diferentes em relagdo ao tempo ‘zero’
(GLM, p<0,05). Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes entre os tratamentos no
mesmo tempo (GLM, p<0,05).

6.8. Nitrito

Os niveis de nitrito permaneceram constantes no controle até o final das 24 h de
ensaio (p>0,05), sendo que nos demais tratamentos, no geral, 0s niveis aumentaram ao
longo do tempo (p<0,05) (Figura 10). No tratamento com STBY o0s niveis de nitrito
aumentaram logo as 6 h (p<0,05), cuja concentracdo de nitrito permaneceu nestes niveis
até as 24 h.

Comportamento semelhante foi observado no tratamento com PBNS, ou seja,
aumento as 6 h e manutencdo dos niveis até as 24 h, no entanto, em valores médios de
concentragdo menores quando comparado com o STBY (p<0,05). No caso do tratamento
com ME, ap6s o0 aumento as 6 h, os valores diminuiram progressivamente (p<0,05) até as

24 h sem retornar aos niveis iniciais do tempo zero (p<0,05).

6.9. Nitrato

Os valores de nitrato estiveram abaixo do limite de quantificacdo do método

(0,2mg/L) em todos os tratamentos e tempos.
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Figura 10. Valores de nitrito (mg/L) (média + erro padrdo) no grupo controle (branco) e nos tratamentos
com biorremediadores. O ‘*’ indica valores significativamente diferentes em relagdo ao tempo ‘zero’
(GLM, p<0,05). Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes entre os tratamentos no
mesmo tempo (GLM, p<0,05).

6.10. Pentéxido de Fosforo

Considerando os compostos fosfatados, o pentoxido de fésforo (P20s), forma
como o fosforo é comercializado como fertilizante o qual foi utilizado na preparagédo dos
meios liquidos para 0s ensaios, as concentracdes diminuiram significativamente (p<0,05)
nos tratamentos logo as 6 h em niveis semelhantes nos quatro tratamentos (p>0,06)
(Figura 11). Os tratamentos com STBY e MEE permaneceram em niveis semelhantes aos
das 6 h até as 24 h (p>0,05). No entanto, o controle e BPNS apresentaram reducao até as

12 h (p<0,05) mantendo-se nesses niveis até as 24 h de ensaio.
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Figura 11. Valores de pentdxido de fosforo (mg/L) (média + erro padrdo) no grupo controle (branco) e nos
tratamentos com biorremediadores. O ‘*’ indica valores significativamente diferentes em relagdo ao tempo
‘zero’ (GLM, p<0,05). Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes entre os tratamentos
no mesmo tempo (GLM, p<0,05).

6.11. Fosfato e Foésforo

O fosfato (PO4?) e o fosforo elementar (P-PO4%) diminuiram significativamente
nos tratamentos com BPNS e MEE (p<0,05), logo as 6 h, sendo que para ambos, a
diminuicdo foi maior no tratamento com BPNS (p<0,05) (Figuras 12 e 13). A reducéo de
fosfato no tratamento com MEE foi de 41% e de fosforo foi 39%, enquanto que no

tratamento com BPNS foi de 64% e 54%, respectivamente.
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Figura 12. Valores de fosfato (mg/L) (média + erro padrdo) no grupo controle (branco) e nos tratamentos
com biorremediadores. O ‘*’ indica valores significativamente diferentes em relagdo ao tempo ‘zero’
(GLM, p<0,05). Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes entre os tratamentos no
mesmo tempo (GLM, p<0,05).
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Figura 13. Valores de fosforo (mg/L) (média + erro padrdo) no grupo controle (branco) e nos tratamentos
com biorremediadores. O ‘*’ indica valores significativamente diferentes em relagdo ao tempo ‘zero’
(GLM, p<0,05). Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes entre os tratamentos no
mesmo tempo (GLM, p<0,05).

6.12. Didxido de Carbono

Com relacdo ao dioxido de carbono, ndo houve variagdo significativa (p>0,05)
nos tratamentos STBY e BPNS (Figura 14). No entanto, houve um aumento significativo
nos valores de CO2 no controle as 12 h e diminui¢éo (inclusive em relacdo ao tempo zero)
as 24 h (p<0,05). No caso do MEE, o aumento ocorreu logo as 6 h p6s tratamento com
diminuicdo progressiva até as 24 h, em niveis semelhantes ao tempo zero (p>0,05). N&o

houve diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos no tempo 24 h.
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Figura 14. Valores estimados de diéxido de carbono (mg/L) (média + erro padrdo) no grupo controle
(branco) e nos tratamentos com biorremediadores. O ‘*’ indica valores significativamente diferentes em
relagdo ao tempo ‘zero’ (GLM, p<0,05). Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes
entre os tratamentos no mesmo tempo (GLM, p<0,05).
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6.13. Relacdo pH - alcalinidade - dureza - CO, com dados normalizados nos
diferentes tratamentos

As Figuras 15 a 18 ilustram os dados normalizados ao longo do tempo das
variaveis envolvidas no sistema tampéo da agua: CO-, alcalinidade, dureza e pH.
No controle, observou-se pouca variacdo do pH, alcalinidade e dureza, sendo que

0 CO- apresentou uma tendéncia de elevacgdo até as 12 h, seguido de queda as 24 h.
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Figura 15. Relacéo pH, alcalinidade, dureza e gas carbdnico com dados normalizados no grupo controle
(branco).

No tratamento com STBY, o pH apresentou certa estabilidade ao longo do tempo.
A alcalinidade subiu as 24 h, enquanto a dureza teve um aumento até as 12 h seguido de
queda as 24 h. O CO; subiu as 6 h seguido de queda até as 24 H.
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Figura 16. Relacéo pH, alcalinidade, dureza, gas carbdnico com dados normalizados no tratamento STBY.
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No tratamento com MEE, o pH apresentou pouca variagdo, com uma queda
discreta as 6 h e também discreta elevacéo até o final do ensaio. A alcalinidade teve uma
leve queda as 6 h seguida de uma elevacdo pronunciada as 12 h, permanecendo assim até
as 24 h. A dureza apresentou um discreto aumento até as 12 h mantendo-se estavel até as
24 h. O CO2 subiu as 6 h seguido de queda até as 24 H, porém de forma mais intensa do

que o observado no tratamento com STBY.
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Figura 17. Relacéo pH, alcalinidade, dureza e gas carb6nico com dados normalizados no tratamento MEE.

No tratamento com BPNS, o pH apresentou pouca variagdo ao longo do tempo. A
alcalinidade teve uma leve queda as 6 h seguida de uma elevacdo até as 24 h. A dureza
apresentou uma discreta oscilacdo ao longo do tempo, sendo que o CO> subiu as 6 h

seguido de queda até as 24 h.
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Figura 18. Relacdo pH, alcalinidade, dureza e gas carb6nico com dados normalizados, no tratamento BPNS.
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6.14. Linhas de tendéncia com dados normalizados agrupados por variével
analisada (pH, alcalinidade, dureza e dioxido de carbono) nos diferentes
tratamentos.

A Figura 19 apresenta as curvas de tendéncia com o comportamento com 0s
valores médios normalizados das variaveis relacionadas ao sistema tampao agrupados por
tratamento. Nesta comparacdo fica evidente a estabilidade do pH e maior variagcéo da
alcalinidade.
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Figura 19. Linhas de tendéncia com dados normalizados agrupados por variavel analisada (pH, alcalinidade,
dureza e diéxido de carbono) nos diferentes tratamentos.

6.15. Variacdo de NHs e NOz, com dados normalizados, nos diferentes
tratamentos.

A Figura 20 apresenta as relagdes entre amonia e nitrito (dados normalizados) nos
tratamentos. No controle, é possivel observar que ha uma discreta diminuicéo dos valores
de amonia e uma também discreta oscilacdo dos valores de nitrito. Por outro lado, no
tratamento com STBY e BPNS, observa-se uma queda da amdnia ao longo tempo (mais
acentuada em BPNS) e uma elevagéo do nitrito as 6 h.

No tratamento com STBY houve uma manutengdo neste patamar até as 24 h de
ensaio, enquanto no tratamento com BPNS, ocorreu uma leve queda as 12 h antes dessa
estabilizacdo. O tratamento com MEE foi bem diferente em relacdo aos demais
biorremediadores, sendo que houve queda da amonia até as 12 h, seguida de uma abrupta
subida as 24 h. O nitrito subiu logo as 6 h e depois caiu até as 24 h.
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Figura 20. Variacdo de NH3; e NO," com dados normalizados nos diferentes tratamentos.
6.16. Linhas de tendéncia com dados normalizados agrupados de fosforo nos
diferentes tratamentos.

A figura 21 apresenta o comportamento dos parametros de fésforo nos diferentes

tratamentos, evidenciando a maior eficiéncia de MEE e BPNS no consumo desse
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Figura 21. Linhas de tendéncia com dados normalizados de fosfato e 6xido de fésforo nos diferentes
tratamentos.

6.17. Taxa de consumo (%) de aménia e fosforo nos intervalos de tempo das
andlises nos diferentes tratamentos e o acumulado em 24 h.

O percentual de consumo de amdnia e fosforo/fosfato nos diferentes intervalos de
tempo nos tratamentos com os diferentes biorremediadores, além do controle (branco),
estdo resumidos na tabela 1. Valores negativos do tratamento com MEE indicam a

producdo de amonia.
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Tabela 1. Taxa de consumo (%) de amdnia e fosforo (fésforo / fosfato) nos intervalos de tempo das anélises

nos diferentes tratamentos e o acumulado em 24 h.
Reducdo de ambnia (%) no intervalo de tempo Redugdo de amonia (%)
acumulado
Tratamento Oab6h 6al2h 12a24h 0a24h
Branco 19 1 4 23
STBY 20 28 74 85
MEE 42 31 -372* -88*
BPNS 40 48 69 90
Reducédo de fosforo / fosfato (%) no intervalo Reducéo de fdésforo /
de tempo fosfato (%) acumulado
Tratamento 0Oab6h 6al2h 12a24h 0a24h
Branco 2/0 1/1 1/1 3/2
STBY 6/2 0/3 1/2 717
MEE 32/29 11/14 0/3 40/41
BPNS 39/43 24 /19 0/22 54/ 64

* Producédo de amdnia
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7. DISCUSSAO

A remocdo de compostos nitrogenados e fosfatados em sistemas aquéticos €
governada por uma complexa interacdo dos fatores bidticos e abioticos. Entre o0s
parametros abidticos, a disponibilidade de oxigénio dissolvido, temperatura, pH,
alcalinidade, dureza e condutividade elétrica influenciam significativamente a dindmica
e a eficiéncia dos processos de mobilizacdo de nutrientes, afetando tanto a atividade dos
microrganismos quanto a disponibilidade quimica para tais processos. A sinergia entre
esses fatores determina, em Ultima anélise, a eficAcia da remogdo dos compostos
indesejaveis pelos microrganismos, refletindo a complexidade e a interdependéncia das
reacdes quimicas e fisico-quimicas que governam 0s ecossistemas aquaticos.

A temperatura desempenha um papel crucial na influéncia destas reacfes no
ambiente aquatico, e além disso, exerce grande influéncia sobre o metabolismo da
comunidade microbiana refletindo-se, por exemplo, nos processos de oxidagdo de
nutrientes. Considerando os microrganismos eficientes, a faixa de temperatura ideal para
0 metabolismo dos consorcios microbianos situa-se entre 20°C e 40°C, com um intervalo
considerado 6timo entre 30 e 37°C, onde se observa um efeito sinérgico entre as espécies
(Higa, 1994). No caso das bactérias fotossintetizantes, como as BPNS, a faixa de
temperatura ideal para o crescimento encontra-se entre 30°C e 35°C (Balloni et al., 1982).
Dessa forma, temperaturas proximas a 30°C tendem a ser particularmente benéficas para
0 crescimento e metabolismo desses microrganismos Uteis, 0 que sugere que a
temperatura média mantida nos experimentos (28,5°C) foi satisfatoria para a avaliagcdo
proposta neste estudo.

Houve um declinio de cerca de 24% (média) nos valores de OD a partir das 6 h de
experimento, provavelmente em fungdo do leve aumento da temperatura da sala (néo
significativo), e também devido a DBO associada aos substratos (fertilizantes) dos meios
preparados, 0 que é comum em sistemas aquaticos eutroficos ou com elevadas cargas de
nutrientes, incluindo tanques de cultivo (Seitzinger e Garber, 1987; Nielsen e Revsbech,
1990; Nicolaisen e Risgaard-Petersen, 2000; Giame e Teixeira, 2003; Daims et al., 2015).
Com base nessas analises, acredita-se que o objetivo de simular uma condicao semelhante
aos tanques de cultivo, dentro das limitacdes 6bvias, é claro, foi alcangado.

O nivel minimo de OD recomendado para 0s processos microbioldgicos aerébicos
é de 2 mg/L (Giani e Teixeira, 2003; Souza et al., 2011), enquanto que para a manuten¢ao

da maioria dos sistemas de cultivo de espécies tropicais, 0s niveis de OD devem ser
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superiores a 4 mg/L (Putra et al., 2020; Nagaraju, 2023). Os niveis de saturagdes de
oxigénio superiores a 84% mantidos durante todo o experimento indicam uma condigéo
aerobica satisfatdrio, algo que se preconiza para tanques e viveiros. A aeracdo €
indispensavel nos sistemas aquicolas, pois além de disponibilizar OD em quantidade
suficiente para os animais em cultivo, favorece os processos oxidativos (biodegradacédo
aerobica/respiracdo) além de inibir a proliferacdo de patdgenos ou microrganismos
produtores de compostos tdxicos (Chen et al., 2020). Nesse ponto, recomenda-se a
manutencdo de forte aeragao do sistema durante o tratamento com biorremediadores, uma
vez que deve haver abundancia de oxigénio no meio, garantindo os processos oxidativos
em curso.

As bactérias envolvidas no processo de assimilacdo de compostos nitrogenados e
fosfatados atuam de forma mais eficiente em condi¢Oes de pH situadas entre 7,0 e 8,5,
sendo que desvios dessa faixa “O0tima” podem diminuir a eficiéncia na remocao desses
compostos (Winogradsky, 1892; Brock et al., 1994; Garrity et al., 2005). Durante os
experimentos, os niveis de pH mantiveram-se em torno de 7,9. Contudo, no tratamento
com MEE, observou-se uma variagédo entre 7,2 (MEE-6h) e 8,6 (MEE-24h). Essa
diminuicdo do pH observado ap6s a inoculacéo pode ser atribuida a complexa interacao
entre a composic¢ao do meio de cultivo e os diversos metabdlitos do consércio microbiano,
que inclui bactérias produtoras de acido latico, leveduras, bactérias fotoautotréficas,
fungos fermentadores e actinomicetos (Higa, 2000; Bonfim et al., 2011).

As bactérias 4acido-laticas (BAL), como Lactobacillus e Pediococcus,
desempenham papéis distintos quando comparadas as bactérias nitrificantes e as
leveduras, como Saccharomyces cerevisiae. Estas bactérias realizam a fermentacéo,
convertendo carboidratos, principalmente glicose, em &cido latico (Cousin et al., 2014),
ocasionando uma acidificagcdo do meio e, por conseguinte, uma reducédo do pH (Axelsson,
2004). E importante ressaltar que a fermentacdo pelas BAL n#o resulta na producéo
significativa de CO:, como ocorre na fermentacdo alcodlica pelas leveduras,
corroborando os resultados observados para BPNS e Stability®. Todavia, a acidificagéo
promovida por essas bactérias pode influenciar outros parametros fisico-quimicos, como
a alcalinidade (Carr et al., 2002).

Por outro lado, as bactérias nitrificantes, tais como Nitrosomonas e Nitrobacter,
oxidam a amonia a nitrito e, posteriormente, o nitrito a nitrato, consumindo oxigénio
dissolvido nesse processo, liberando ions hidrogénio (H") no meio, o que também pode

contribuir na diminuicao do pH (Stein e Klotz, 2016). De acordo com Higa e Parr (1994),
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muitos ME apresentam a capacidade de realizar fermentagéo, resultando na producéao de
acidos organicos, como acido lactico, acido acético e outros acidos carboxilicos. Além
disso, a respiracdo celular dos ME libera CO: que, ao reagir com a agua, forma acido
carbdnico, contribuindo para a acidificacdo do meio (Marschner, 2012). De fato,
observou-se um aumento na concentragdo de CO. (estimado) as 6 horas no tratamento
com MEE. No entanto, a etapa subsequente da nitratacdo, isto €, a oxidagdo do nitrito a
nitrato, ha consumo de ions hidrogénio do meio, explicando 0 aumento observado no pH
no tratamento MEE-12h.

Observou-se um padréo similar de variacdo do pH nos tratamentos com BPNS,
caracterizado por uma diminuicao inicial seguida de uma elevacgéo, ainda que em menor
magnitude (7,5 em BPNS-6h e 8,4 em BPNS-24h). A reducdo do pH em BPNS-6h pode
ser atribuida a capacidade fotossintética dessas bactérias removendo compostos
nitrogenados e fosfatados com producéo de CO- (Sabaty et al., 1999). Essa liberagéo de
CO: exerce uma influéncia significativa sobre a alcalinidade do ambiente, afetando
diretamente o equilibrio acido-base (pH) do meio aquatico (Stumm e Morgan, 1996). A
intrinseca relagdo entre o CO: ¢ a alcalinidade emerge como elemento crucial no controle
do pH em sistemas de cultivo e deve ser considerada no manejo dos tanques. Nesses
casos, a alcalinidade assume um papel fundamental como um sistema tampao,
desempenhando a fun¢do de atenuar as flutuacdes ocasionadas pela adi¢cdo ou remocéo
de &cidos e bases (Wetzel, 2001). Além disso, o trabalho de Takabatake et al. (2004)
destacou a influéncia do carbonato na remogéo de amdnia por bactérias fotossintetizantes
como parte do processo de crescimento celular. Essas bactérias demonstram habilidade
para utilizar pequenas moléculas organicas e reduzir os niveis de compostos inorganicos
contendo nitrogénio (Pfennig, 1967; Pfennig e Truper, 1974), contribuindo assim para a
diminuicdo da carga de nitrogénio e de carbono na agua.

A alcalinidade, medida fundamental na quimica aquatica e no manejo aquicola,
denota a capacidade de uma solu¢do em neutralizar acidos, quantificando a presenca de
componentes aptos a neutralizar ions H', notadamente bicarbonatos (HCOs"), carbonatos
(COs*) e, em menor escala, hidroxidos (OH") (Hem, 1985). Estudos indicam que para
microrganismos e suas atividades de mobilizacdo de nutrientes, a faixa otima de
alcalinidade pode oscilar entre 20 a 200 mg/L de equivalente de carbonato de célcio
(CaCOs) (Martins et al., 2017; Kaya et al., 2018).

Inicialmente, a alcalinidade na solugdo preparada partiu de um patamar de 20

mg/L, sendo que ap6s a inoculacdo dos biorremdiadores, observou-se uma diminuicdo
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nos valores de alcalinidade as 6 h nos tratamentos com MEE e BPNS (12 mg/L e 15 mg/L,
respectivamente), resultados esperados que refletem a atividade bacteriana desses
biorremdiadores (Hem, 1985). No entanto, a diminui¢do da alcalinidade abaixo da faixa
de concentragdo considerada ideal pode ter afetado a dindmica do processo de
biorremediagé@o. Nesse caso, especula-se que a correcdo da alcalinidade do meio poderia
modificar (melhorar) o comportamento dos consorcios microbianos. Vale ressaltar que
no final dos ensaios ocorreu uma elevacao nos valores de alcalinidade em MEE-24 h (45
mg/L) e em menor intensidade em BPNS-24 h (24 mg/L).

A alteracdo na alcalinidade do tratamento com MEE pode ser explicada pela
dindmica bioquimica das bactérias acido-laticas e outros microrganismos produtores de
acidos organicos (Hem, 1985), o que pode diminuir o pH e a alcalinidade do meio devido
a liberacdo de ions hidrogénio (H"). A posterior elevagao da alcalinidade observada nos
ensaios pode ser atribuida aos processos de neutralizacdo e tamponamento no sistema
carbono. A medida que os fons hidrogénio sdo liberados, eles podem reagir com 0s
bicarbonatos (HCOs") e carbonatos (COs?") presentes na agua, formando acido carbonico
(H2CO:s), que por sua vez dissocia-se em H* ¢ CO.. Esse excesso de CO: pode escapar do
sistema (volatilizagdo) ou ser utilizado por outros microrganismos fotossintetizantes
(Madigan et al., 2015). Além disso, o CO: dissolvido pode ser convertido em bicarbonato
e carbonato na agua, aumentando a alcalinidade. Assim, a interacdo complexa entre a
producdo inicial de &cidos orgéanicos e os processos de tamponamento subsequente,
juntamente com a atividade fotossintética, pode explicar o aumento na alcalinidade no
tratamento com MEE.

A dureza da 4gua estd relacionada a concentragdo dos ions de calcio (Ca*") e
magnésio (Mg?"), embora outros ions metalicos, como ferro (Fe**) e manganés (Mn?*),
também possam contribuir com a dureza em menor grau (Hem, 1985). A dureza da 4gua
é geralmente expressa em termos de miligramas por litro de equivalente de carbonato de
calcio (Esteves, 2011), sendo que a classificagdo da 4dgua varia de “4dgua mole” (0-60
mg/L. CaCQO:s), “moderadamente dura” (61-120 mg/L CaCQOs), “dura” (121-180 mg/L
CaCO0:s) e “muito dura” (>180 mg/L CaCO:s). Os ions de calcio e magnésio desempenham
papéis cruciais em diversos processos celulares, incluindo a estabilizagcdo das membranas
e a ativacdo de enzimas chave. Durante o experimento, os valores de dureza medidos
mantiveram-se em uma faixa que variou de 36 a 48 mg/L (média de 40 mg/L), dentro da
faixa compreendida entre 20 a 50 mg/L. de CaCOs considerada ideal para a maioria dos

processos celulares (Henze, 2008).

47



A condutividade apresentou valores médios de 209 uS (x 52 uS) para todos 0s
tratamentos. Essa medida, que avalia o fluxo de elétrons na agua, é influenciada pela
presenca de ions dissolvidos, como carbonatos, bicarbonatos, ions de célcio e magnésio
refletindo, em certo grau, a dindmica da alcalinidade e dureza na 4gua (Esteves, 2011). A
correlacdo entre alta alcalinidade ou dureza e maior condutividade é bem documentada
na literatura (Shrestha e Basnet, 2018). Essa relacdo se destacou especialmente no
tratamento com MEE onde as variacfes significativas nos resultados de alcalinidade,
dureza e condutividade evidenciaram a complexidade da interacdo entre esses parametros
e a dindmica dos processos de mobilizacdo de nutrientes, sugerindo uma complexa
interacdo entre as espécies do sistema microbiano com disponibilizagé@o destes ions para
0 meio.

A relagdo entre a condutividade e a atividade bacteriana na agua € intrincada e
multifacetada. Por exemplo, a biodegradacao da matéria organica libera ions como NH4",
NOs™, PO+, Ca* e Mg?*, os quais contribuem para o aumento da condutividade da agua
(Stumm e Morgan, 1996). Ademais, certas bactérias, como as bactérias acido-laticas,
produzem acidos organicos durante seu metabolismo, liberando ions hidrogénio (H") na
agua. Estes ions podem reagir com HCOs~ e COs?", formando acido carbonico e outros
ions, conforme mencionado anteriormente, impactando também a condutividade do meio
(Madigan et al., 2015). A liberagao de CO- pela fotossintese anoxigénica das BPNS pode
resultar em HCO;~ e COs*", que influenciam a condutividade (Madigan et al., 2015).

Os resultados apresentados demonstram que, de modo geral, a inclusédo de MEE e
BPNS podem resultar em uma reducdo significativa nos niveis de compostos
nitrogenados e fosfatados na agua. Especificamente, houve diminuicdo nas concentragdes
de amodnia e fosfato em comparagdo com o grupo controle e o produto comercial.

No entanto, foi observado um aumento significativo na concentracdo de amonia
no tratamento MEE-12h em relacdo a concentracdo inicial, com um incremento de
aproximadamente 88%. Uma explicacdo para esse aumento pode ser a entrada na fase
estacionaria de crescimento desses ME devido a redug@o significativa do substrato (NHs)
nas primeiras horas pos-tratamento, necessario para seu desenvolvimento. 1sso pode
resultar na liberacdo temporaria de parte desses nutrientes previamente absorvidos,
levando a um aumento transitorio na concentracdo de amonia no meio (Dibble e Bartha,
1979; Vogel, 1996; Cunningham e Berti, 2000). Além disso, a diminuicdo dos niveis de
nitrito observada a partir das 12 h sugerem o processo denominado reducéo dissimilatéria
de nitrato/nitrito a amonia (dissimilatory nitrate reduction to ammonium - DNRA),
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originalmente identificado em algumas bactérias sob condigdes anaerdbicas, onde o
nitrito € reduzido a amonia. Recentemente, foram identificadas espécies de Pseudomonas
spp. DNRA capazes de produzir aménio durante o processo de reducdo de nitrito em
condi¢Oes aerobicas (Huang et al., 2020; 2023).

Outra hipotese para 0 aumento significativo das concentracfes de aménia é a
fixacdo biologica do nitrogénio atmosférico. Os microrganismos eficientes sdo
conhecidos por sua capacidade de fixar o nitrogénio em amonia e nitrato, uma funcéo
frequentemente associada as bactérias dos géneros Azotobacter e Rhizobium (Zahran,
1999; Boddey et al., 2003). A Azotobacter, por exemplo, pode interagir com a microbiota
aquatica, contribuindo para o pool de nitrogénio disponivel na agua. Com relacdo ao
género Rhizobium, embora menos comum em ambientes aquaticos, pode estar presente
em ecossistemas que abrigam plantas leguminosas aquaticas ou em areas de interface
entre 0 solo e a &gua (Thompson, 1980; Singh e Rai, 1990; Boddey et al., 2003) ambiente
semelhante onde os MEE foram capturados (mata riparia). Sugere-se, portanto, que a
atividade dos MEE extraidos do solo pode ndo apenas reduzir a concentracdo de aménia
na agua, mas também influenciar a dinamica do ciclo do nitrogénio, quando a aménia
atingir niveis criticamente baixos, por meio da fixacdo biolégica do nitrogénio
atmosférico.

A remocdo de amdnia e fosforo dos efluentes da aquicultura é de suma
importancia, uma vez que estdo fortemente associados a eutrofizagdo de corpos d'agua,
sendo que o0s microrganismos eficientes tém sido documentados em estudos de
laboratdrio e campo como eficiente biorremediadores no tratamento de aguas residuais e
efluentes aquicolas com alta concentracdo de nutrientes (Godos et al., 2009; Di Termini
et al., 2011; Arbib et al., 2012; He et al., 2017; Dong et al., 2020; Fallahi et al., 2021,
Zhang et al., 2021; Wang et al., 2022; Yalgin et al., 2023). Nesses processos, a amonia e
o fésforo absorvidos sdo assimilados na biomassa microbiana na forma de proteinas e
polifosfato (Rawat et al., 2011). O fosforo é oxidado para produzir energia em condigdes
aerobicas, cuja energia resultante deste processo de transformacdo € utilizada pelo
consorcio microbiano para crescimento e metabolismo celular (Ahmad et al., 2013).

Dessa forma, deve-se considerar a necessidade de clarificacdo da agua, ou seja,
remocdo do excesso de biomassa bacteriana que venha a ser constituida durante o
tratamento com esses biorremediadores microbianos. A clarificacdo do meio é um manejo
simples, porém necessario em sistemas BFT, cuja definicdo da necessidade/frequéncia é
determinada por medidas do material em suspensdo (MPS) utilizando técnicas
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gravimétrica poés filtragem (45 um) ou em determinacdo dos precipitados (decantagao)
em cone de Inhoff.

O uso de decantadores ou filtro mecénicos sdo eficientes nesse processo de
clarificagio e devem ser instalados concomitantemente ao tratamento com
microrganismos eficientes. A biomassa recolhida tem grande potencial de aplicacdo
biotecnoldgica, podendo ser empregada para biorremediacdo de outros tanques da

propriedade ou convertida em biofertilizantes ou condicionadores de solo.
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8. CONCLUSAO

Foi demonstrado que cada biorremediador adicionado aos meios contendo
fertilizantes que simulavam uma &gua de cultivo em sistema BFT eutrofizado apresentou
efeitos distintos, influenciando diferentes aspectos da qualidade da dgua ao longo de 24
horas. No geral, o melhor resultado foi observado no tratamento com BPNS considerando,
principalmente, a reducdo nos niveis de amonia e fosforo/fosfato. Além disso, o platd da
concentracdo de nitrito observado ap6s a elevagdo nas primeiras 6 h (em niveis seguros)
sugere nao haver risco de pico desse elemento no curto prazo, o0 que poderia aumentar a
toxicidade da &gua. No tratamento com BPNS, esses niveis estaveis foram
significativamente menores que os observados no tratamento com o produto comercial
Stabilit®.

A dindmica observada nos parametros pH, condutividade elétrica, alcalinidade e
dureza sugerem grande participacdo dos metabdlitos e produtos de excrecdo dos
consorcios microbianos dos diferentes biorremediadores na qualidade da &gua, para os
quais sugere-se 0 monitoramento durante os tratamentos, com especial atencdo a
alcalinidade que pode atingir niveis criticos no inicio do tratamento. A capacidade de
MEE de aumentar significativamente a alcalinidade e a dureza pode ser explorada em
situacOes onde € necessario 0 maior tamponamento da agua.

Esses aspectos positivos apontados para as BPNS e MEE sugerem a possibilidade
da aplicagdo simultanea desses produtos, na expectativa de se obterem efeitos sinérgicos
sugerindo-se, para tal, a avaliacdo de diferentes proporcdes de mistura desses

biorremediadores em trabalhos futuros.
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