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RESUMO

No Brasil, o soro do leite, um subproduto da producdo de queijo, representa um desafio
ambiental devido a sua alta carga organica. Para tratar esse problema, sdo empregados
processos de biorremediacdo, incluindo métodos aerdébios (como lodo ativado) e anaerdbios
(como digestdo anaerdbia) durante o tratamento secundario. Para lidar com contaminantes
remanescentes ap0s esses processos, € utilizado o tratamento terciario, no qual as microalgas,
combinadas com microrganismos como leveduras, demonstram eficdcia na remocdo de
nutrientes, especialmente nitrogénio e fésforo, e na reducdo da demanda quimica de oxigénio
(DQO). Essa abordagem apresenta potencial para mitigar os impactos ambientais associados ao
descarte do soro do leite. O estudo teve como objetivo avaliar o tratamento do soro do leite
utilizando o co-cultivo de Tetradesmus obliquus e Saccharomyces cerevisiae em um reator
coluna de bolhas em batelada aerado com 1,5 vvm e 100 pmol m2 s?. Experimentos foram
realizados com diferentes concentracfes de cargas organicas de (300-400, 600-815, 1610 e
3240 mg L para DQO, 8-47 para NT e 2,5-2,89, 5-6, 12 e 25 mg L™ para FT) por 7 dias. Os
resultados indicaram que o consorcio apresentou maior eficiéncia de remocéo, alcangando
eficiéncias de 94,07% para DQO, 83,61% para nitrogénio total (NT) e 95,18% para fosforo
total (FT). Quando a levedura foi usada isoladamente, as eficiéncias maximas foram de 78,22%,
77,56% e 58,09% para DQO, NT e FT, respectivamente. O crescimento da biomassa no
consorcio foi maior do que na levedura em monocultivo com valores entre 72-380 mg L?,
proporcionais as cargas organicas utilizadas. Além disso, visando avaliar a influéncia da relagéo
DQO:N no tratamento do soro do leite, realizou-se a suplementacao do efluente com sulfato de
amonio, obtendo as relacdes 25:1 e 12,5:1 de DQO:N, a suplementacdo de nitrogénio no
efluente melhorou o processo, reduzindo o tempo de tratamento de 7 para 3 dias, aumentando
o crescimento do lodo microbiano e mantendo o pH mais estavel. Esses experimentos adicionais
forneceram insights valiosos sobre a otimizacdo do processo de tratamento, destacando a
importancia do equilibrio nutricional para maximizar a eficiéncia da biorremediacao.

Palavras-Chave: Tetradesmus obliquus, Saccharomyces cerevisiae, tratamento de efluentes,

industria do leite.



ABSTRACT

In Brazil, whey, a byproduct of cheese production, poses an environmental challenge due to its
high organic load. To address this issue, bioremediation processes are employed, including
aerobic methods (such as activated sludge) and anaerobic digestion during secondary treatment.
To deal with remaining contaminants after these processes, tertiary treatment is used, where
microalgae combined with microorganisms like yeast demonstrate effectiveness in removing
nutrients, especially nitrogen and phosphorus, and reducing chemical oxygen demand (COD).
This approach has the potential to mitigate environmental impacts associated with whey
disposal. The study aimed to evaluate whey treatment using a co-culture of Tetradesmus
obliquus and Saccharomyces cerevisiae in a batch aerated bubble column reactor at 1.5 vwm
and 100 pmol m? s, Experiments were conducted with different concentrations of organic
loads (300-400, 600-815, 1610, and 3240 mg L* for COD, 8-47 for NT, and 2.5-2.89, 5-6, 12,
and 25 mg L for TP) for 7 days. Results indicated that the consortium exhibited higher removal
efficiency, achieving removal efficiencies of 94.07% for COD, 83.61% for total nitrogen (TN)
and 95.18% for total phosphorus (TP). When yeast was used, maximum efficiencies were
78.22%, 77.56%, and 58.09% for COD, TN, and TP, respectively. Consortium biomass growth
exceeded yeast monoculture, ranging between 72-380 mg L™, proportional to the organic loads
used. Furthermore, to assess the influence of the COD:N ratio on whey treatment,
supplementation of the effluent with ammonium sulfate was conducted, obtaining ratios of 25:1
and 12.5:1 of COD:N. This supplementation improved the process, reducing the treatment time
from 7 to 3 days, increasing microbial sludge growth, and maintaining more stable the process
pH. These additional experiments provided valuable insights into optimizing the treatment
process, highlighting the importance of nutritional balance to maximize bioremediation
efficiency.

Keywords: Tetradesmus obliquus, Saccharomyces cerevisiae, effluent treatment, dairy

industry.
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1. INTRODUCAO

Com a crescente preocupac¢do em relacdo a preservacao ambiental e a satde publica, sdo
implementados sistemas de tratamento de aguas residuais, como: tratamento preliminar
(gradeamento e desarenenacdo), decantagdo primaria, tratamento secundario (bioldgico),
tratamento terciario e tratamento avancgado, (biorremediacéo; utilizacdo de organismos). Esses
sistemas tém como objetivo principal a remogéo de poluentes e contaminantes presentes nos
efluentes, a fim de garantir a qualidade da &gua e minimizar os riscos a satide humana e ao meio
ambiente. Através do uso de tecnologias e processos de tratamento avangados, esses sistemas
desempenham um papel fundamental na promoc¢édo da sustentabilidade e na protecdo dos
recursos hidricos.

Os tratamentos avancados vém sendo utilizados porque, 0s processos convencionais de
tratamento, tém se mostrado ineficientes ou dispendiosos quando se trata da remocdo de
nutrientes como nitrogénio (N), fésforo (P), metais toxicos e metais pesados. Como resultado,
esses elementos sdo liberados nos corpos d'agua receptores, da qual a capacidade de
autodepuracéo é insuficiente para lidar com a carga poluente. Portanto, antes do lancamento,
esses efluentes requerem um tratamento adequado para garantir a prote¢cdo do meio ambiente
(Lamet al., 2018; Kumar et el., 2018; Walls et al., 2019).

Nesse cenario, a biorremediacdo se destaca como uma estratégia amplamente utilizada
para a descontaminacdo de ambientes contaminados por agentes organicos. Essa técnica
envolve o uso de organismos vivos, como plantas e microrganismos, que tém a capacidade de
degradar ou remover poluentes do meio ambiente. A biorremediacdo é frequentemente
empregada em solos e aguas contaminadas, onde os biorremediadores sao introduzidos para
potencializar a taxa de degradacdo dos contaminantes. Essa abordagem tem se mostrado eficaz
na restauracdo de ecossistemas afetados pela poluicdo, contribuindo para a recuperacdo
ambiental de forma sustentavel (Legramanti, 2022).

Assim, existe um aumento significativo no interesse pela utilizacdo de microalgas no
tratamento de aguas residuais, devido sua capacidade de remover uma variedade de nutrientes
e poluentes presentes nesses efluentes, bem como o potencial de aproveitamento da biomassa
residual resultante desse processo (Salama et al., 2017). Embora efluentes industriais,
domésticos e agricolas contenham nutrientes favoraveis ao crescimento das microalgas, altas
concentragdes de carga organica podem inibi-las. Por isso, € comum tratar previamente 0s
efluentes anaerobicamente (tratamento secundario) ou dilui-los para evitar a inibicdo do

crescimento das microalgas (Silva et al., 2019). Sendo este microrganismo muitas vezes
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utilizado na etapa de polimento (tratamento terciario) devido sua habilitade de assimilacéo de
nitrogénio e fosforo (Kim et al., 2015).

As microalgas sdo organismos versateis que podem prosperar tanto em ambientes
aquaticos quanto em efluentes. Seu uso como agentes de remediacdo ganhou destaque devido
a sua capacidade de utilizar diversas fontes de carbono e se adaptou a condi¢cdes desfavoraveis.
O consorcio microalga-levedura tem sido objeto de intensa pesquisa devido sua eficiéncia na
biorremediagdo, permitindo uma recuperagdo mais eficaz das microalgas com menor custo.
Além disso, os estudos indicam os beneficios desse sistema na remediacdo de efluentes, uma
vez que a interacdo entre as espécies e 0 ambiente promove um crescimento sinérgico,
aprimorando a remog&o de poluentes (Leng et al., 2021; Rosero-Chasoy et al., 2021).

Leveduras representam microrganismos unicelulares do reino Fungi, caracterizados por
sua habilidade de converter acucares em alcool e dioxido de carbono através do processo de
fermentacdo. Esses fungos tém capacidade de modular seu metabolismo tanto em ambientes
aerobicos quanto anaerdbicos. Saccharomyces cerevisiae, uma espécie extremamente
confiavel, é objeto de extenso estudo como uma das espécies eucaridticas mais notaveis,
desempenhando um papel fundamental como organismo modelo e sendo sujeito ao programa
pioneiro de sequenciamento genético. Sua selecdo como biossorvente é atribuida a sua
acessibilidade e custo limitado (Pereira, 2019; Cruz, 2021).

A utilizacdo do consorcio entre leveduras e microalgas evidencia-se como uma
estratégia eficaz no processo de tratamento de efluentes, especialmente no que se refere a
eliminacdo de cargas organicas. A simbiose estabelecida entre leveduras e microalgas fornece
diversas vantagens e contribuicdes significativas para o procedimento de tratamento de
efluentes. Além disso, essa abordagem pode resultar na producdo de biomassa passivel de
aplicacdo em utilizac@es futuras (Dias et al., 2019; De Andrade et al., 2022).

Dentre o setor que apresenta maior liberacdo de efluentes com carga poluidora esta a
industria de laticinios. O Brasil é um dos principais produtores de leite do mundo, com uma
producdo anual de mais de 34 bilhdes de litros. Essa producdo € distribuida em mais de 98%
dos municipios do pais, com maior concentracdo em propriedades de pequeno e médio porte.
No entanto, o progresso industrial também resulta na geracdo de uma quantidade significativa
de residuos solidos e liquidos que precisam ser tratados antes de serem descartados no meio
ambiente. Desta forma, é essencial implementar medidas adequadas de tratamento de residuos
para minimizar os impactos ambientais negativos associados a industria de laticinios (MAPA,
2022).
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A industria de laticinios utiliza grandes quantidades de &gua em seu processo produtivo,
0 que resulta na geracdo de efluentes em volumes expressivos, estimados entre 0,2 e 10 litros
por litro de leite processado, e apresentam altas cargas organicas. O soro do leite, principal
subproduto da industria de laticinios, apresenta uma alta concentracdo de Demanda Bioquimica
de Oxigénio (DBO), que pode variar entre 25.000 e 120.000 mg DBO L™, rico em nutrientes,
como nitrogénio e fésforo. Quando esses efluentes sdo lan¢ados em corpos d'agua sem o devido
tratamento, causa sérios danos ambientais, como a eutrofizacdo (Ahmad et al, 2019; Akansha
et al., 2020; Zkeri et al., 2021).

Nesse contexto, o cultivo do consércio microalga-levedura utilizando o soro do leite
como substrato se mostra como uma opc¢édo benéfica, pois permite reduzir o consumo de dgua
doce, diminuir os custos com adi¢ao de nutrientes, remover contaminantes e produzir biomassa
para a obtencdo de biorecursos.

O objetivo deste estudo é avaliar a eficacia do consorcio levedura-microalga de baixo
custo na remediacdo de efluentes, com foco especifico no soro do leite, a fim de reduzir a carga
de poluentes e atender aos padrdes de langcamento estabelecidos para corpos d'agua. Atraves
dessa avaliacéo, pretende-se investigar o potencial do consorcio como uma opc¢éo de tratamento
sustentavel para efluentes da industria, fornecendo informacgdes importantes sobre sua

eficiéncia na remocéo de contaminantes e sua contribuicao para a preservacdo ambiental.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a eficiencia na remocao de contaminantes no tratamento terciario de soro do

leite utilizando um consércio microalga-levedura.

2.2 Objetivos Especificos

o Comparar o desempenho da simbiose microalga-levedura no tratamento terciario do
soro do leite em diferentes cargas organicas em relagao a utilizacao das moculturas;

o Avaliar a producdo de biomassa durante o periodo de tratamento;

e Estudar a influencia da relagcao DQO:N no tratamento pela simbiose microalga-

levedura.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 IndUstria do Leite

O consumo de leite e seus derivados desempenham um papel essencial na nutricdo
humana, sendo reconhecidos por sua composicdo altamente nutritiva, composta por proteinas
de alta qualidade, vitaminas e minerais essenciais. A orientacdo para a ingestdo regular desses
produtos visa garantir uma absorcdo suficiente de célcio, um nutriente necessario para a
formac&o e preservacdo da integridade 6ssea e satde corporal (Muniz et al., 2018).

O cenario mundial de producdo de leite e seus derivados em 2022 foi dominado pela
Unifo Europeia, Estados Unidos, India, China e Russia, com producio global estimada em
929,9 milhdes de toneladas. O comércio global de derivados lacteas atingiu a marca de 85
milhdes de toneladas em 2022, possuindo um aumento de 3,4% em relagcdo ao ano anterior.
Apresentando queda em quase duas décadas (FAO, 2023).

A produgdo total de leite no Brasil em 2022 foi de aproximadamente 34,8 milhdes de
toneladas. O Sul permanece como a principal regido produtora do Brasil pelo segundo ano
consecutivo, respondendo por aproximadamente 33,79% de toda a producéo nacional de leite.
No entanto, a diferenca em relacdo a segunda colocada permanece bastante estreita, com a
regido Sudeste contribuindo com aproximadamente 33,57% do total. A regido Nordeste é a
Unica a evidenciar crescimento percentual em sua participacéo, atingindo 16,54% para 0 ano de
2022 e consolidando-se como a terceira maior regido na producdo de leite. Em contrapartida,
as regides Centro-Oeste e Norte experimentaram pequenas redugdes, agora apresentando uma
participacdo de 11,02% e 5,08%, respectivamente (IBGE, 2023).

A producédo de leite na regido nordestina experimentou um crescimento nos ultimos
anos, abrangendo diversas areas, especialmente no leste do Ceara, Pernambuco, Alagoas e
Sergipe. No entanto, em 2022, a producao de leite em Alagoas apresentou uma reducéo notavel,
totalizando cerca de 590,7 milhGes de litros, representando uma variacao de -9,5% em relacéo
a 2021. Apesar dessa queda, o estado alcancou o valor de 1,3 bilhdo de reais no ultimo ano,
correspondendo a 5,93% do valor da producdo nacional e 11,4% da producdo de todo o
Nordeste. A média de producdo por animal diminuiu de 2.407 para 2.196 litros por vaca. Essa
queda na producao equivale a aproximadamente 62 milhdes de litros a menos em comparagdo
a 2021, marcando o menor volume desde 2019. Contudo, ao considerar a Ultima década, a

quantidade total de litros produzidos aumentou em mais de 140%. Municipios como Palmeira
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dos indios, Major Isidoro e Traipu destacam-se na produc&o total do estado, sendo Dois Riachos

um dos trés municipios com maior valor arrecadado (IBGE, 2023).

3.2 Producdo e Caracteristicas do Soro do Leite

Ao abordar a producéo leiteira na regido nordeste, é crucial direcionar nossa atencdo
para 0 soro do leite, que emerge como o principal subproduto gerado durante o processo de
producdo de queijo. Este componente adquire relevancia significativa devido a sua natureza
como residuo fundamental nessa cadeia produtiva. O soro do leite, apds a especificacdo da
caseina e a separacdo da gordura, apresenta uma coloracdo amarelo-esverdeada e é composto
por vitaminas como tiamina, riboflavina, vitaminas B6 e B12, e acido pantoténico. Com
aproximadamente 55% de sdlidos lacteos, incluindo proteinas soliveis, lactose, vitaminas,
minerais e uma pequena quantidade de gordura, o soro do leite desempenha um papel
significativo na cadeia produtiva. Classificado como doce ou acido, o soro do leite doce tem
pH entre 6,0 e 6,8 e é proveniente da coagulacdo do leite por acdo enzimatica, enquanto 0 soro
acido, com pH inferior a 6,0, origina-se do processo de coagulacdo acida (Alves, 2018; Alves
et al., 2014).

De maneira geral, o soro do leite é composto de 93% a 94% de &gua, 4,4% a 5,0% de
lactose e 0,6% a 1,0% de sais minerais, as propor¢oes variam de acordo com seu tipo (soro doce
ou soro acido), os ingredientes utilizados para a coagulacdo, como o leite foi armazenado e
processado e as condi¢cdes do animal de onde foi extraido (Rad, Lewis, 2014; Mantovani et al.,
2015).

No entanto, devido ao teor de matéria organica presente no soro de leite, principalmente
relacionado a lactose e proteina, sua capacidade poluidora é considerada alta, (DQO 50-102 g
Lt e DBO 27-60 g L?), cerca de cem vezes superior a das aguas residuais domésticas. Sua
matéria suspensa total é de cerca de 1,3 a 22,0 g L™, seu valor de salinidade é relativamente alto
e sua condutividade é de cerca de 8 ms cm™, o que esta relacionado aos tipos de NaCl e soro
adicionados durante a fabricacdo do queijo.

Alguns trabalhos citam a utilizacdo do soro do leite como ingredientes para producao
de bebidas lacteas, producdo de queijo ricota e destinagdes para alimentacdo de bovinos e
proteina para suplementos (Nunes et al., 2018; Belloli et al., 2020).

O soro de leite abrange consideracdes relacionadas a responsabilidade ambiental e
social. Nesse sentido, é essencial avaliar opcbes de destino que sejam ecologicamente

sustentaveis, culminando em uma melhoria da concessao institucional de empresas, marcas e
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produtos perante seus publicos-alvo. No ano de 2020, o Brasil testemunhou uma producéo anual
de 1,2 milhdes de toneladas de queijo, resultando na geracdo aproximada de 10,8 milhdes de
toneladas de soro de leite sem destinacdo, sendo descartados sem o devido tratamento prévio
em corpos d 'agua (BRASIL, 2022).

Diante disso, e devido as regulamentacbes ambientais, é imperativo instituir
procedimentos eficazes para o tratamento antecipado dessa eliminagdo antes de descartar
nossos corpos hidricos. Essas medidas visam ndo apenas atender as exigéncias legais, mas
também preservar a qualidade ambiental e evitar possiveis impactos adversos nos ecossistemas
aquaticos. O tratamento adequado do soro de leite antes do descarte envolve a remocéo de
substancias indesejadas, tais como nutrientes em excesso, solidos em suspensdo e outros
contaminantes, promovendo a minimizacdo do impacto ambiental associado a essa pratica
(Moreira et al., 2010; Paula et al., 2011; Carminatti, 2020).

3.3 Processos de Tratamento Bioldgico do Soro do Leite

O soro do leite é composto por uma variedade de substéncias, como proteinas, lactose,
minerais e gorduras. Seu tratamento biolégico envolve a utilizacdo de microrganismos, como
bactérias e fungos, para degradar e transformar esses compostos. Diversos processos bioldgicos
podem ser trabalhados para tratar o soro do leite, sendo os mais comuns a fermentacéo lactica,
fermentacdo alcoodlica e producédo de biomassa. Essas abordagens biologicas sdo adaptaveis e
podem ser ajustadas conforme o produto final desejado, proporcionando uma alternativa eficaz
para lidar com essa exclusdo agroindustrial e mitigar seus possiveis impactos ambientais. .
Quando descartado em rios sem tratamento prévio, seu elevado teor de cargas organicas pode
resultar em diversos problemas, incluindo eutrofizacdo, contaminacdo bioldgica e salinizagéo,
ocasionando danos prejudiciais a fauna e a flora (Moreira et al., 2010; Paula et al., 2011,
Carminatti, 2020).

Apesar de uma parcela do soro do leite ser direcionada a outros processos ou a
alimentacdo animal, uma quantidade relevante ainda descartada irregularmente se apresenta
como uma preocupacdo ambiental significativa. 1sso representa um desafio especifico para as
industrias de produtos lacteos, especialmente devido a crescente tensdo na legislacdo
relacionada ao descarte desse subproduto. De maneira geral, existem dois principais tipos de
tratamento que podem ser aplicados nesse efluente. O processo bioldgico pode variar em

complexidade, enquanto o tratamento fisico-quimico envolve diversas técnicas com o objetivo
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de reduzir a carga poluente e recuperar compostos de alto valor agregado (Prazeres; Carvalho;
Rivas, 2012).

O estudo da via anaer6bia emerge como uma alternativa para os desafios enfrentados
por industrias de pequeno e médio porte ao implementar reatores aerébios. A digestdo
anaerobia, reconhecida por sua capacidade de degradar matéria organica mesmo em
temperatura ambiente, destaca-se pela rapida retencdo hidraulica. Na digestdo anaerdbia,
particularmente para efluentes desse tipo, o processo ocorre em condi¢des mesofilicas, a uma
temperatura variando entre 35 e 37°C. No decorrer da remediacdo, a acao das proteases na
quebra de proteinas gera produtos como polipeptidios, am6nia e aminoacidos. No entanto, nem
todas as proteinas sdo facilmente degradadas pelos microrganismos. Os métodos de tratamento
fisico-quimico, além de visarem a reducéo da carga poluente, turvacédo e a quantidade de solidos
suspensos no soro do leite, também buscam recuperar compostos de alto valor agregado, como
a lactose e as proteinas. Essa abordagem ndo apenas contribui para a melhoria da qualidade
ambiental, mas também promove a recuperacdo de componentes perigosos presentes no
efluente (Prazeres; Carvalho; Rivas, 2012).

O uso de microalgas em tratamentos de efluentes apresenta diversas vantagens,
destacando-se a remocéo de nutrientes, producdo de biomassa, reducdo de carbono organico,
producdo de oxigénio, biorremediacdo, eficiéncia energética. De maneira geral, sistemas
abertos séo constituidos por lagoas naturais e artificiais, que utilizam a luz solar e o diéxido de
carbono atmosférico. Apesar das inlmeras vantagens associadas a esses sistemas, € primordial
levar em consideracdo as condicbes locais, a sazonalidade, as caracteristicas do efluente e
outros fatores para melhorar sua eficacia em aplicacfes especificas de tratamento de aguas
residuais. Esses sistemas também se destacam por apresentarem uma baixa relacéo entre a area
iluminada e o volume dos tanques de cultivo, sendo, na contemporaneidade, responsaveis pela
maior parcela da producéo de biomassa (Elia et al., 2023).

Pesquisadores tém usado varias microalgas para tratar efluentes de laticinios. A
utilizacdo de aguas residuais de laticinios para o cultivo de microalgas é vantajoso para diminuir
a utilizacdo de agua doce, reduzindo o custo de adi¢do de nutrientes, remocdo de nitrogénio e
fosforo e producdo de biomassa a partir de recursos biolégicos, como combustivel ou

subprodutos com um valor alto (Choi, 2016).
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3.4 Microalgas

As microalgas formam uma classe de microrganismos unicelulares e fotossintéticos.
Podem ser procariontes, ja que ndo apresentam ndcleo individualizado, essas espécies
classificam-se como cianobactérias. Da mesma forma as microalgas podem ser eucariontes, isto
é, possuem estrutura celular com um Unico nucleo. Vivendo em corpos d'agua ao redor de todo
o planeta, esses organismos realizam a fotossintese usando a luz como fonte de energia. O uso
de microalgas em tratamentos de efluentes apresenta diversas vantagens, destacando-se a
remocdo de nutrientes, producdo de biomassa, redugdo de carbono organico, producdo de
oxigénio, biorremediacdo, eficiéncia energética (Malinoski, 2018; Bennouna, 2020; Kasvi,
2020).

As microalgas, organismos de facil adaptacdo aos ambientes aquaticos, tém atraido a
atencdo dos cientistas devido sua capacidade de controlar de forma eficaz os gases poluentes
na atmosfera como uma alternativa para combater o efeito do aquecimento global. Sua
relevancia pode ser observada ao compara-las as florestas tropicais devido a menor necessidade
de espaco para producédo de biomassa (Malinoski, 2018).

As estruturas de microalgas exercem a fotossintese como modo de sobrevivéncia,
acumulando biomoléculas. Por serem nutrientes completamente naturais, tém sido usados como
uma escolha sustentavel aos alimentos e podem ser trocados por insumos de origem animal,
tornando-se formidaveis invasores do meio ambiente. Em outras palavras, pode ser considerado
um produto organico, de facil cultivo e que ndo requer manuseio complicado. As microalgas
sdo capazes de serem cultivadas em sistema fechado e sistemas de cultivo aberto (raceway),
onde, os organismos se multiplicardo para produzir biomassa que pode ser coletada de forma
simples, passar por processos de secagem e encapsulamento ou ser aplicada na industria
(Sansuy, 2021).

3.4.1 O género Tetradesmus e alguns exemplos no tratamentos de efluentes

Organismos pertencentes a diferentes linhagens no ambito da familia Scenedesmaceae
sdo frequentemente empregados na remocao de nutrientes de aguas residuais. Este conjunto
engloba espécies capazes de sobreviver tanto em ambientes pobres quanto em ambientes ricos
em nutrientes e algumas dessas espécies tém uma capacidade de reduzir as concentragdes de

nutrientes no meio para niveis bastante baixos (Rugnini et al., 2019).
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Além disso, microalgas verdes, incluindo algumas Scenedesmaceae, que se
desenvolvem em &guas contaminadas por metais, tém se mostrado altamente eficientes na
remocdo de metais de solucdes aquosas (Rugnini et al., 2019). Uma das espécies da familia
Scenedesmaceae é a Tetradesmus obliquus (anteriormente designada como Scenedesmus
obliquus ou Acutodesmus obliquus) é dividida no grupo Chorophyceae (Cloréficeas ou algas
verdes) (Carreres et al., 2017). Este género tem sido utilizado no tratamento de efluentes,
porém, enfrenta desafios devido a diversidade de caracteristicas, incluindo os diversos tipos de
efluentes agroindustriais e industriais. Teoricamente, um efluente com concentragoes elevadas
de proteinas e fosforo, associado a uma concentracdo moderada de DQO (tipicamente mais
restritivo ao crescimento das microalgas, mas suscetivel ao consumo devido a capacidade
mixotréfica.), pode criar um ambiente propicio ao desenvolvimento dessas microalgas,
oferecendo potencial para tratamento (Silva et al., 2019).

Ma et al. (2020), conduziram um estudo utilizando o Tetradesmus obliquus PF3 para o
tratamento de esgoto municipal no estéril (DQO =267 +7mgL?, TN=43+2mg L™, TP =
49+02mgL*epH=7,8+0,1) em fotobiorreatores de coluna fabricados em plexiglass. Os
fotobiorreatores mantiveram uma intensidade de luz superficial constante de cerca de 6.000 Ix,
temperatura controlada a 25 + 1 °C, densidade celular inicial em torno de 1 x 107 células mL
!, e foram suplementados com 0,038% e 10% de CO; , durante 5 dias. Verificou-se que o
esgoto foi purificado com maior eficacia na remocdo de DQO (90 £ 3%), TN (93 £ 3%) e TP
(99 + 0%) na condicdo com 10% de suplementacdo de CO,, em comparagdo com a
suplementacéo de 0,038% de CO: (ar), que resultou em taxas de remocéo de DQO: 65 * 2%,
TN: 81 + 1% e TP: 95 + 0%, respectivamente.

De Andrade et al. (2023), examinaram o potencial da microalga Tetradesmus obliquus
no tratamento de aguas residuarias de laticinios (soro do leite: DQO = 52,886 mg L™!, NT =
1,563 mg L', PT = 663,5 mg L', pH = 6,33+0,5) em um sistema aberto. O estudo incluiu
diferentes concentragdes de soro de leite (0,5, 1, 2 e 4% v/v) esterilizado e intensidades de luz
(25, 50, 100 e 200 umol m2s71), com uma concentracéo inicial de indculo de aproximadamente
50 mg L' de peso celular seco. O pH foi controlado diariamente e ajustado entre 8 e 8,5,
mantendo a temperatura ambiente (30-35 °C), de forma constante, durante 14 dias. O peso
celular seco (lodo microbiano) variou entre 200 e 600 mg L ~!. O aumento da concentracéo de
soro demonstrou ter um impacto positivo na capacidade de remogdo de DQO em termos de
quantidade removida, atingindo taxas de remocdo de até 80%, embora seja mais eficiente
trabalhar com até 1% de soro diluido. Maiores taxas de remogéo de NT (83-94%) e PT (quase

100%) foram obtidas em intensidades de luz mais elevadas (100 e 200 pmol m™2 s7!) e
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concentragdes mais baixas de soro de leite (0,5 e 1%). O teor de nitrogénio e fosforo na
biomassa variou entre 4-11% e 0,5-1,4% (peso celular seco), respectivamente.

Salazar et al. (2023), conduziram o cultivo da microalga Tetradesmus obliquus
utilizando &guas residuais provenientes de uma estufa hidropdnica comercial, com
concentracdes iniciais de [N-NO3z ] de 235,02+ 0,29 mg L' e [P-PO+*] de 8,79 + 0,04 mg L !,
e pH de 7,7. O experimento foi realizado em um reator tubular de 65 L, operado em modo
descontinuo, equipado com 5 luzes LED vermelhas e azuis, proporcionando uma intensidade
média de aproximadamente 320 pmol m2 s ~! PPFD, e submetido a um fotoperiodo de 17:7h
(claro:escuro). Cada ensaio foi inoculado com uma cultura de 4 L de Tetradesmus obliquus,
correspondendo a um peso seco inicial (PS) de aproximadamente 0,2 g L™!. Durante o cultivo,
foi mantido um pH constante de 7,5, controlado por injecdo automética de CO2, ao longo de 20
dias. No terceiro dia, a cultura acumulou um peso seco (DW) de 1,25 + 0,02 g L™! e atingiu
100% de eficiéncia na remogédo de P-PO4*~. Nos dias subsequentes, a cultura continua a crescer,
alcancando 100% de eficiéncia na remocgdo de N-NO?* ~no oitavo dia. A partir deste ponto, a
cultura prosseguiu seu crescimento até alcancar a fase estacionaria no 20° dia, acumulando um

peso seco maximo de 6,2 + 0,03 g L™!, respectivamente.

3.4.2 Cultivo de Microalgas em Sistema Aberto e Fechado

O cultivo de microalgas para aplicacdes biotecnoldgicas tem se mostrado promissor,
destacando-se pelos componentes valiosos presentes nesses organismos. Além da reproducao
em meio autotrofico ou heterotrofico, as microalgas séo alternativas como sistemas abertos ou
fechados. Essa classificacdo € relevante, uma vez que as microalgas tém a capacidade Unica de
ajustar sua atividade metabdlica de acordo com as condicGes do meio, sendo exemplos notaveis
de sistemas abertos como lagoas tipo pista e tanque (Lehmuskero, Chauton e Bostrém, 2018).

Embora os sistemas abertos se destaquem por sua eficiéncia na producdo de biomassa e
custos mais baixos em comparacdo aos sistemas fechados (Acién et al., 2017), é essencial
considerar os desafios associados aos reatores abertos. Um problema comum é a contaminagéo
por outras espécies, como algas, bactérias ou predadores, podendo comprometer o cultivo de
microalgas (Bani et al., 2021). Nesse contexto, mesmo sendo menos econdmico, 0 emprego de
um sistema fechado oferece a vantagem da previsao do cultivo de uma diversidade ampliada de
espécies de microalgas (Nwoba et al., 2020).

Vaérios sistemas estdo disponiveis para cultivo de microalgas, as suas principais

diferencas sdo os custos de operacdo e fabricacdo, o percentual de crescimento celular e as
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dificuldades do sistema. Os sistemas abertos envolvem uma estratégia mais comum, pois se
baseiam no crescimento natural em lagoas. Entre as vantagens desse tipo de sistema destacam-
se 0 beneficio da luz natural e os baixos custos de investimento e operagdo. No entanto, esse
sistema é afetado pelas condi¢des ambientais e climéticas (Bennouna, 2020).

De maneira geral, sistemas abertos séo constituidos por lagoas naturais e artificiais, que
utilizam a luz solar e o dioxido de carbono atmosférico. Apesar das inumeras vantagens
associadas a esses sistemas, é essencial levar em consideracdo as condicbes locais, a
sazonalidade, as caracteristicas do efluente e outros fatores para melhorar sua eficacia em
aplicacdes especificas de tratamento de aguas residuais. Esses sistemas também se destacam
por apresentarem uma baixa relacdo entre a area iluminada e o volume dos tanques de cultivo,
sendo, na contemporaneidade, responsaveis pela maior parcela da producédo de biomassa. Tais
sistemas, embora menos produtivos, ainda sdo os mais escolhidos devido aos menores custos
de instalagdo e manutengdo, mostrando diversidades de formas e tamanhos viaveis, de modo
que é 0 mais utilizado. Uma vez que a construcdo de tanques abertos ndo requer materiais
transparentes, uma ampla variedade de materiais pode ser usada. Esses tanques também sao
relativamente faceis de manter, pois o biofilme que se acumula nas superficies pode ser limpo
livremente. Ha, também, o beneficio de menor investimento e menor necessidade de energia
para que haja a mistura e uso da energia solar. No entatnto, a principal desvantagem dos
sistemas abertos € que a 4gua evapora a uma taxa semelhante a das culturas terrestres e sendo
mais vulneraveis a contaminacéo por espécies indesejaveis (Pignati et al., 2017; Behera et al.,
2018; Baldev et al., 2018; De Andrade et al., 2022).

Os problemas mais associados aos sistemas abertos sdo falta de controle de temperatura,
baixa produtividade de biomassa, necessidade de cultivo em grandes areas e competicdo de
microalgas com outras espécies ou parasitas. Nos sistemas abertos acontecem trés tipos de
processos: (1) lagoas rasas sem agitacdo; (2) lagoas redondas; e (3) lagoas de pista de corrida.
A escolha vai depender do tipo de espécie a ser cultivada, do clima e dos custos de terra e de
agua necessarios para o cultivo (Lam et al., 2018).

Por sua vez, os sistemas fechados tém menos contato com o ambiente externo associado
ao tanque. Sistemas fechados, referem-se a exposicao relativamente baixa ao ambiente externo
em relacdo aos sistemas abertos, frequentemente utilizados para producdo em larga escala,
produzindo produtos com alto valor comercial. As vantagens comparativas desses sistemas em
relagdo aos sistemas abertos envolvem maior produtividade de biomassa da microalga, melhor
controle das condicGes hidrodinamicas, a possibilidade de controle das condi¢des de cultivo,

reducédo do risco de contaminagdo microbiana indesejavel, além de limitar o consumo de agua
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e apresentar alta capacidade de fixagcdo de CO: (Tebbani, 2014; Mondal et al., 2017; De
Azeredo, 2012).

No entanto, as principais desvantagens em relagdo ao sistema aberto sdo o alto custo de
operagédo, manutencgéo e instalacdo, e alto consumo de energia (Yin et al., 2020). Dependendo
da geometria dos compartimentos ao redor da cultura, os fotobiorreatores para cultura de
biomassa microalgal podem ser classificados como tubulares (vertival ou horizontal), planares,
fotobiorreatores agitados, colunas de bolhas e fotobiorreatores airlift, sendo os tubulares mais
aplicados em escala insdutrial (Mondal et al. 2017; Li et al. 2019).

3.4.3 Fotobiorreatores

Um biorreator € um dispositivo que oferece um ambiente fisico e quimico conforme a
producdo de compostos de valor associado por meio da atividade catalitica de enzimas ou das
vias metabolicas de microorganismos, como fungos e bactérias. Eles tém aplicacdes no
tratamento de efluentes e em varios processos bioquimicos. EXxistem processos de
desnitrificacdo, remocdo de corantes de aguas residuais da industria téxtil, remocdo de
compostos fendlicos, oxidacao de nitrito a nitrato, oxidacdo bioldgica de minerais, producdo de
enzimas celuloliticas por fermentacdo, producéo de lipidos a partir de culturas de microalgas,
insumo para producdo de biocombustiveis, e dentre outros. A configuracdo do fotobiorreator é
um fator importante na determinacdo da produtividade da biomassa e do potencial de remogéo
de poluentes das microalgas (Luo et al., 2017).

Conforme avanca, os fotobiorreatores passam por modificagdes para melhorar o
desempenho e aumentar a produtividade das microalgas. Essas adaptaces levam a
consideracdo dos sistemas de mistura em fotobiorreatores, os quais se dividem em duas
categorias: ndo mecanicos (tubulares, colunas de bolhas ou transporte de ar) e mecanicos
(lagoas ou tanques agitados com canais de ar) (Pires et al., 2017). Dentre os fotobiorreatores
que apresentam maiores beneficios operacionais estdo os de coluna de bolha, que tém como
vantagens principais a transferéncia de massa satisfatoria e alta area superficial em relacéo ao
volume, fornecendo alto consumo de CO., controle de temperatura e transferéncia de massa
(Nwoba et al., 2020).

Reatores de colunas de bolhas sdo grupos multifasicos nos quais a transferéncia de
massa e/ou calor pode ocorrer através de duas fases, uma fase liquida continua e uma fase
gasosa dispersa, sendo capaz de envolver particulas solidas suspensas na fase liquida. Por meio

de diversas aplica¢bes ocorrem transformag@es quimicas, envolvendo uma ou mais reagdes
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quimicas nas fases atuais. Um reator de coluna de bolha, consiste basicamente em uma coluna
equipada com um distribuidor que insere bolhas de gas (fase dispersa) na fase liquida (fase
continua) presente na coluna, fazendo com que o liquido se mova. Tais dispositivos sdo usados
em vérias industrias e processos assim como reacdes de oxidacdo, reacdes de alquilacéo,
tratamento de efluentes, reac6es de fermentagéo, etc (Santos, 2005).

A mistura nesse tipo de sistema é essencial para a conservacdo produtiva, pois pode
impedir a entrada de corpos estranhos no sistema e auxiliar na limpeza do reator. A limpeza do
fotobiorreator € importante para evitar a geracdo de biofilmes nas paredes do reator por
influenciar na passagem e reduzir o risco de contaminacéo do sistema (Acién et al., 2017). Em
condi¢des ideais de mistura, a limpeza de um fotobiorreator é possivel de ser melhorada se a
superficie interna do sistema for lisa, ou seja, menos aspera, e nao tiver muitos canais ou canais

internos (Solimeno et al., 2017).

3.4.4 Microalgas no Tratamento de Efluentes

Paralelamente, é importante destacar que o tratamento biolégico € uma tecnologia
recomendada para a remogdo de compostos organicos em aguas residuais, gragas sua boa
eficiéncia e baixos custos de operacdo. O tratamento de aguas residuais € uma necessidade
crucial, e a incorporacdo de novas tecnologias tem favorecido esse processo, como
exemplificado pelo uso de biomassa de microalgas para o tratamento de efluentes (Kube, Fan
e Roddick, 2021).

As microalgas representam uma opcéo promissora no ambito do tratamento bioldgico,
gracas a sua eficacia em remover nutrientes e transforma-los em biomassa. Também, certas
espécies de microalgas apresentam capacidade de extracdo de metais pesados, compostos de
nitrogénio e outras substancias quimicas presentes em efluentes. Estudos destacam o potencial
das microalgas verdes na remocéo eficiente desses contaminantes, devido a notavel capacidade
de absorc¢do de nutrientes e a producdo elevada de biomassa. Essa perspectiva promissora abre
portas para sua implementacdo em processos de tratamento de efluentes (Mujtaba et al., 2017;
Ramos e Pizarro, 2018; Hesni et al., 2020).

As microalgas possuem uma variedade de elementos funcionais, incluindo peptideos,
carboidratos, lipidios, pigmentos, vitaminas e minerais, onde, demonstram possuir uma
diversidade de beneficios. Assim, as microalgas tém atraido atencdo consideravel por suas
potenciais aplicacbes em varios campos, como medicina, aquicultura, suplementacdo

nutricional animal e humana, producéo agricola e bioenergia. Nas Ultimas décadas, a captura
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de carbono usando microalgas vem sendo considerado uma das tecnologias mais indispensaveis
e bem-sucedidas do mundo (Alami et al., 2021).

Ecologicamente, as microalgas apresentam capacidade de realizar a biorremediagéo de
efluentes, normalmente aqueles originados de atividades domeésticas, industriais, agricolas e
aquicolas. A presencga desses contaminantes nos corpos d'agua pode acarretar diversos danos
ambientais, sendo a eutrofizagdo um dos impactos notéveis (Diniz et al., 2017).

Fontoura et al. (2017), analisaram a capacidade da microalga Scenedesmus de remover
poluentes. Cultivado em efluente de curtume os acumulos introdutérios de nitrogénio
amoniacal, fosforo e DBO foram de 343 mg L, 6,6 mg L™ e 4000 mg L. As culturas foram
realizadas em frascos de 1000 mL sob condic@es de diferentes concentracdes de aguas residuais,
entre 20% e 100%, com intensidade de luz diferentes que varia entre 80 e 200 umol fétons m
s, e umciclo diurno 12:12h, onde, a aeragdo foi mantida por 24 dias em temperatura ambiente
(25°C) o0 borbulhando ar comprimido de 1 L min™* através do fundo do frasco. A cultura mostrou
um apice de concentracdo de biomassa de 900 mg L™ e maxima remocdo de nitrogénio
amoniacal de 85,63%, fosforo de 96,78% e DQO com 80,33% na concentracdo de 88,4 % e
intensidade luminescente de 182,5 umol fotons m2 s™*. Uma eficiéncia melhor de biomassa de
200,5 mg Lt dia™ foram vistos em uma intensidade de luz de 200 pmol fétons m2 s? e de agua
residuéria de 60%. Em experimentos com a mesma intensidade de luz, ocorreu um acréscimo
na concentracdo de aguas residuais que teve como resultado em melhorias de biomassa, com o
aumento da taxa exata e um aumento da eficacia de biomassa. A conduta inclusive foi vista em
testes com a mesma quantidade de efluentes e maiores intensidades de luz. Altas taxas de
remocdo de nitrogénio amoniacal e fésforo amoniacal estiveram sendo vistas em ensaios com
maiores concentracdes de efluente (88,4% e 100%), além dos ensaios com maior intensidade
de luz com 200 umol fotons m? s1. A alta concentragdo de esgoto e intensidade de luz tiveram
efeitos positivos na remocao de DQO.

Galés et al. (2019), citam que desenvolveram estudos sobre o cultivo de microalgas em
circunstancias externas utilizando &guas residuais municipais em lagoas com altas
concentracdes de algas. Como consequéncias 0s resultados apresentaram que a purificacdo da
agua por meio do consumo de matéria organica por bactérias (Bacteroidia, Bacilli e Clostridia,
amoebozoa e nematoides) heterotréficas, nematodides e amebas que vivem nas aguas residuais
é um pré-requisito para o rapido crescimento das microalgas. Juntamente com as bactérias, as
microalgas contribuem para o consumo completo de amdnia. A disputa que resulta por aménio
NH4" aumentara os niveis de eficacia de retirada de carbono organico dissolvido por bactérias

e remocdo de fosfato PO, por microalgas.
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Ferndndez et al. (2019), as microalgas ganham destaque como uma matéria-prima
promissoria em diversas aplicagdes. Porém, o custo de producgéo tem sido um grande obstaculo
para sua ado¢do em larga escala, exigindo o desenvolvimento de novas tecnologias para um
cultivo mais eficiente. Nessa condi¢do, os autores propdem a integracdo da producgdo de
microalgas com o tratamento de efluentes, apresentando uma opcéo viavel para aumentar
significativamente a produgéo de biomassa de microalgas e reduzir os custos associados a esse
processo.

A pesquisa sobre o consorcio levedura-microalga abrange diversas areas, como 0
tratamento de efluentes residuais e a producéo de bioetanol, lipidios, biodiesel e a conversdo de
vinhaca (Dias et al., 2019; Walls et al., 2019; Rivas et al., 2020; e Barcia et al., 2020).

Rivas et al. (2020) aprofundaram-se no estudo da cultura simbidtica de microalgas e
leveduras, destacando a eficacia da cocultura do sistema na remogao de emissao inorganica em
correntes de aguas residuais, evidenciado pelos resultados obtidos no fotobiorreator (PBR) de
a 24° C, com fotoperiodo de 12h de escuro, e uma intensidade de 100 umol fotons.m2.s?,
resultando em uma concentragdo final de biomassa de 1,68 gL™ e de lipidios em 0,2903 gL

(inicialmente a concentragdo de biomassa foi de 0,1 gL ™).

3.5 Leveduras

Microrganismos unicelulares, as leveduras, apresentam um 6timo crescimento em pH
neutro, embora possam ocorrer em faixas de pH entre 2,5 e 8,5. Destacam-se pela eficiéncia na
remocdo de matéria organica, além de possuirem a capacidade de crescimento e producdo de
lipidios e outras fontes de carbono, como monossacarideos, aminoacidos, alcoois e
polissacarideos. A possibilidade de cultivo em escala comercial € um fator condicionante para
a utilizacdo de leveduras como remediadores, uma vez que possuem uma taxa de crescimento
rapida (Dias et al., 2019;; Karim et al., 2021).

As leveduras podem ser classificadas de acordo com sua morfologia e fisiologia e
possuem classificacfes bioldgicas e taxondmicas dentro do dominio: Eukarya; Reino: Fungi;
Filo: Ascomycota; Classe: Saccharomycetes; Ordem: Saccharomycetes; Familia:
Saccharomycetes; Género: Saccharomyces. A Saccharomyces cerevisiae se reproduzem
assexuadamente por brotamento, ou gemulacdo, em que o nlcleo é encolhido e parte dele,
juntamente com outras organelas, entram no broto (Rodriguez, 2021).

A levedura € um microrganismo facultativo, isto é, tem a capacidade de ajustar seu

metabolismo tanto em ambientes aerdbicos quanto anaerdbicos (Cruz, 2021). Existem
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microrganismos mesdfilos com temperaturas excelentes para o crescimento estabelecida entre
26-35°C (Goes-favoni et al., 2018).

As leveduras sdo organismos eucarioticos, podendo ser saproéfitas ou parasitas, que
utilizam carbono orgéanico como fonte de energia. S&o fungos unicelulares ndo filamentosos,
com formato esférico ou oval (Tortora, Funke, Case, 2012). Estes organismos tém uma vasta
gama de aplicagdes biotecnoldgicas, na industria da fermentacao (vinho, cerveja, pao), quimica
(enzimas, pigmentos), farmacéutica (vacinas, probidticos, hormonas), tecnologia ambiental
(biorremediacao, biocontrolo e bioabsorcao de metais, reutilizacdo em subprodutos industriais)
e pesquisa (biologia celular, molecular, bioquimica e genética) (Heising et al., 1994; Walker,
1998; Belém e Lee, 1998).

As leveduras do género Kluyveromyces se destacam na fabricacdo de enzimas por
utilizarem a lactose como demanda de carbono e por serem consideradas GRAS (Generally
Recognized As Safe, do portugues geralmente reconhecido como seguro), torna-se uma
alternativa para alimenticia (Junior, 2004; Alves, 2018). Para este fim, substratos que s&o a base
de lactose podem ser usados na fermentacdo da levedura K. marxianus, e efluentes lacteos, de
modo que o permeado de soro de leite. E um residuo produzido durante a ultrafiltracdo do soro
de leite e bastante contaminante com alta DQO e DBO de 50 a 102 g L e 30 a 50 g L*,
respectivamente, necessitando de tratamento com um alto custo para posterior utilizacdo no
tratamento ambiental (Andrade; Martins, 2002; Baldasso et al., 2009; Prazeres et al., 2012;
Andrade et al., 2015).

No que diz respeito na reproducdo, a levedura é possivel se reproduzir de forma
assexuada ou sexuada. Primeiramente, a célula-mae forma um broto, que se desliga e produz
células-filhas para formar pseudo-hifas, no método denominado brotamento ou divisdo da
levedura e producao de duas novas células iguais, por fissdo (Tortora, Funke, Case, 2012). Em
compensacdo, a levedura ndo consegue se dividir adequadamente devido a estressores, ocorre
a esporulacdo e a conjugacao da mitose e a meiose (Martins, 2005).

Estas sdo apenas algumas das leveduras mais proeminentes, e existem muitas outras
espécies com diferentes caracteristicas e aplicagdes. A escolha da levedura depende do
propdsito especifico, seja na producdo de alimentos, na pesquisa cientifica ou em aplicacdes
industriais. Candida albicans (esta levedura é uma parte normal da flora microbiana do corpo
humano); Cryptococcus neoformans (este fermento pode causar infeccdo pulmonar em
individuos imunocomprometidos); Pichia pastoris (é frequentemente usada na expressdo de
proteinas recombinantes e em pesquisas biotecnoldgicas); Yarrowia lipolytica (esta levedura é

conhecida por sua capacidade de metabolizar lipidios e é estudada para aplicagdes em
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biotecnologia, incluindo a producdo de biodiesel); Kluyveromyces lactis (é usado na producéao
de alimentos fermentados e na expressdo de proteinas recombinantes) e Saccharomyces
cerevisiae (é utilizado na fermentacdo de alimentos e bebidas, como pdo, cerveja e vinho).
Também desempenha um papel significativo em pesquisas cientificas e biotecnologia (Silva e
Bertucco, 2016; Cruz, 2021).

3.5.1 Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae € amplamente conhecida e estudada como uma
das espécies de organismos eucariéticos mais conhecidos do mundo. Ela desempenha um papel
significativo como um modelo celular e foi alvo do primeiro programa de sequenciamento
genético. Sua escolha como organismo biossorvente deve-se ao seu baixo custo de aquisicdo e
facil disponibilidade. Essa levedura tem sido usada ha varios anos na producao de alimentos e
bebidas, sem historico associado a efeitos adversos reiterados na saude humana, animal e meio
ambiente. Além disso, sua facil manipulacdo permite que seja preparada em temperatura
ambiente, dependendo da aplicacdo especifica (Fiori, 2013).

O uso da biomassa da levedura Saccharomyces cerevisiae em processos de biossor¢ao
tem sido amplamente difundido, em grande parte devido as suas caracteristicas compativeis,
como facilidade de transporte, manejo e cultivo, alto rendimento e custo baixo. Outro aspecto
relevante que contribui para um maior interesse em pesquisas de biossor¢cdo com essa biomassa
¢ a sua capacidade de reutilizacdo apds ser esgotada na industria tornando-a uma opgéo
econdmica e ecologicamente sustentavel (Pereira, 2019).

Segundo Santos (2018), a levedura precisa de uma fonte de carbono para energia, e 0
meio deve ser fonte de algumas vitaminas, nitrogénio, ferro, cobre, enxofre, fosforo, etc.
Saccharomyces cerevisiae € uma levedura que na verdade ndo se beneficia da proteina do meio,
nem tem capacidade metabolica para utilizar o nitrogénio na forma de nitrato (somente como
amdnia, amidas ou aminas). Os acucares mais essenciais utilizados por Saccharomyces
cerevisiae como fontes de carbono sdo galactose, glicose e frutose (monossacarideos) e
sacarose e maltose (dissacarideos), de maneira que a fonte de nitrogénio é capaz de beneficiados
aos aminoacidos asparagina, glutamina, glutamato ou amdnio (Cruz, 2021).

Kumar et al. (2022) conduziram uma investigacdo examinando abordagens para o
tratamento de aguas residuais provenientes da industria de laticinios empregando microalgas.
Um dos consarcios investigados envolvendo a associa¢ao da microalga Scenedesmus abundans

com a levedura Saccharomyces cerevisiae. Os resultados alcangados alcangcaram uma reducéo
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de 41,7% de nitrogénio total, 60,9% de fdsforo total, 83% de demanda quimica de oxigénio
(DQO) e 90% de demanda bioquimica de oxigénio (DBO).

3.5.2 Leveduras no Tratamento de Efluentes

Leveduras, microrganismos unicelulares pertencentes ao reino dos fungos, sao
amplamente reconhecidas por seu papel na fermentacédo, producdo de alimentos e na industria
de bebidas alcodlicas. No entanto, o seu potencial no tratamento de efluentes tem ganho
reconhecimento crescente. As ofertas oferecem diversas abordagens e estratégias para o
tratamento eficaz de efluentes (Wang et al., 2020).

Leveduras no tratamento de efluentes aborda a importancia do tratamento eficaz de
efluentes industriais e domésticos para a preservacdo ambiental e a saide publica. O aumento
da poluicdo da agua e a conscientizagdo ambiental crescente ressaltam a necessidade de
métodos de tratamento mais eficientes e sustentaveis. Nesse contexto, as leveduras tém surgido
como uma alternativa promissora, devido a sua notavel capacidade de adaptacdo metabdlica e
tolerancia a ambientes desafiadores (Li et al., 2020).

Um aspecto notavel das leveduras € sua capacidade de remover substancias inorganicas,
incluindo metais pesados como chumbo, cadmio e cobre, bem como compostos organicos
toxicos. As paredes desses microrganismos celulares possuem grupos funcionais que facilitam
a adsorcdo de contaminantes, tornando os fermentos eficazes na descontaminacéo de efluentes,
destacando a eficacia da levedura Saccharomyces cerevisiae na remoc¢éo de ions metalicos de
efluentes industriais (Li et al., 2020).

A engenharia genética de leveduras permite a modificacdo genética para a producao de
enzimas especificas que desempenham um papel importante na manipulacdo de compostos
organicos persistentes encontrados em efluentes. Essa abordagem oferece uma estratégia
altamente especifica e eficaz para o tratamento de toxinas complexas. A engenharia genética de
leveduras tem demonstrado grande potencial na producdo de enzimas externas para a
manipulacdo de compostos organicos (Morone et al., 2019).

O tratamento de efluentes complexos provenientes de diversas inddstrias, como
farmacéutico, papel e celulose e téxtil, frequentemente envolve a presenca de substancias
prejudiciais. As leveduras se destacam como uma solucdo eficaz para lidar com essa
complexidade devido a sua notdvel capacidade de enfrentar uma ampla variedade de
substancias quimicas. Onde, apresentaram evidéncias concretas da eficacia dos fermentos no

tratamento de efluentes industriais complexos (Kumar et al., 2022).
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3.6 Vantagens da Simbiose de Microalgas e Leveduras

A cultura em suspensédo de microalgas tem sido amplamente utilizada no tratamento de
aguas residuais. No entanto, a biomassa, que responde por 60% a 90% da DBO do ambiente,
precisa ser separada. A coleta dessas culturas é considerada um processo demorado e caro
devido aos custos de energia. A possibilidade promissora que predomina esta circunstancia é o
sistema de cultivo de microalgas imobilizadas (Zhuang et al., 2018; Karagoz et al., 2019).

Biofilmes de microalgas séo formag6es de unibes de microrganismos interconectados,
principalmente algas, cianobactérias e bactérias heterotréficas, que crescem em simbiose na
presenca de um substrato sélido. Os métodos que usam células imobilizadas podem reduzir os
custos de cultivo, visto que requerem menores volumes de reacdo, onde, aumentam a
produtividade do reator, facilitam a separacdo da biomassa no meio e permitem operacdes de
cultivo mais longas (Ting et al., 2017; Moreno et al., 2019).

Dessa maneira, 0s consorcios de microalgas-leveduras se destacam como uma
abordagem promissora no tratamento de efluentes, aproveitando a capacidade das microalgas
de realizar fotossintese para gerar oxigénio, ao passo que as leveduras consomem o gas
carb6nico por meio da respiracdo. Esse processo contribui para um aumento na producdo de
lipidios e biomassa (Dias et al., 2019; De Andrade et al. 2022).

A biomassa com alto teor de lipidios derivada do consorcio microalgas-leveduras abre
caminho para a producdo de produtos de alto valor, como o biodiesel. Esse processo é
aprimorado pela capacidade de floculacdo de algumas leveduras, o que facilita a recuperacao
da biomassa, resultando em economia nos custos de colheita. A Figura 1 ilustra a eficiéncia na
retencdo de microalgas pelas leveduras.

Nesse contexto, os pesquisadores propde 0 mecanismo de simbiose mutualistica entre
microalgas e leveduras, abordando a troca de metabdlitos primarios, cofatores, hormonais e a
formacdo de microambientes fisicos especificos. Ao escolher a combinacdo desses
microrganismos, é importante considerar as condi¢des de cultivo, incluindo as diferentes
preferéncias de pH das microalgas e das leveduras, que podem ser controladas com o uso de
tampdes. Além disso, € importante fornecer carbono organico na quantidade adequada para
garantir a producdo de lipidios de alta qualidade, evitando excessos que prejudicam o

crescimento das microalgas (Ashtiani et al., 2021; De Andrade et al. 2022).
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Figura 1 - Resumo simplificado do mecanismo de interacéo entre microalgas e leveduras no tratamento de aguas
residuais.
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Fonte: Adaptado de De Andrade, 2022.

Contudo, o contato entre as cooperativas podem estar condicionadas a presenca de
diversos tipos de microrganismos formando consércios, como € o caso dos consorcios de
microalgas e leveduras. Essa combinacgédo é frequentemente utilizada no tratamento de aguas
residuais, reduzindo a dependéncia de suprimentos externos de oxigénio e dioxido de carbono,
ao mesmo tempo em que promove a assimilacdo de nutrientes pela biomassa e a mitigacao das
emissdes de CO. na atmosfera, especificamente em sistemas de tratamento aberto. Varios
estudos indicam que o crescimento das microalgas pode ser um fator limitante para alcancar
uma eficiéncia significativa na remo¢do de nutrientes e toxinas, como nitrogénio e fdsforo,
quando cultivados junto com microrganismos contaminantes do ambiente natural. Porém, ¢
possivel estimular o crescimento das algas. Em sistemas abertos de tratamento, é de suma
importancia manter um controle adequado da populacdo microbiana durante o processo de
remocdo de matéria organica. Isso exige uma gestdo cuidadosa das parametros nutricionais,

ambientais e operacionais (Silva et al. 2019; De Andrade et al. 2022).

3.6.1 Microalgas e Leveduras no Tratamento do Soro do Leite

No momento atual, 0s pesquisadores estdo usando varios tipos de microalgas para tratar
efluentes de laticinios. A utilizacdo de aguas residuais de laticinios para cultivo de microalgas
tem a vantagem de minimizar o uso de agua doce, reduzindo o custo de adi¢do de nutrientes,
remocao de nitrogénio e fésforo e producéo de biomassa a partir de recursos bioldgicos como

combustivel ou subprodutos de alto valor (Choi, 2016).
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As microalgas sdo distintas por produzir oxigénio e efetivamente remover nutrientes
como nitrogénio e fésforo dos efluentes. Sob outro ponto de vista, como esses microrganismos
crescem lentamente, e a remocdo de matéria organica é baixa e sdo necessarios tempos de
incubacdo mais longos para atingir altas concentracbes de biomassa e lipidios, apesar que
possam usar heterétrofos. Contudo, a levedura oleaginosa é uma escolha eficiente para a
remocdo de matéria orgénica e producdo de lipidios de &guas residuais. Dessa forma, o
consorcio microalga-levedura é uma opcdo que permite perspectivas para o tratamento de
efluentes, utilizando o oxigénio produzido pela fotossintese da microalga, pela levedura e o
dioxido de carbono produzido pela respiracdo da microalga pela levedura, aumentando assim o
rendimento de lipidios e biomassa (Dias; Santos; Reis; Silva, 2019).

Em que, uma outra limitacdo esta relacionada ao carbono organico, que tem que ser
oferecido ao sistema em quantidade suficiente para certificar a producéo de lipidios com um
qualidade melhor, mas isso ndo é critico porque o excesso de metabdlitos primarios, como
acidos e etanol, pode danificar a evolugdo da microalga (Padrin, et al., 2021).

A microalga Tetradesmus obliquus de agua doce, antes conhecida como Scenedesmus
obliquus ou Acutodesmus obliquus, € integrante da familia Chorophyceae — Chlorophyceae ou
algas verdes, (Carreres et al., 2017). E uma categoria que vem sendo utilizado no tratamento de
efluentes, mas ainda tem um longo caminho a percorrer devido as suas caracteristicas, isto €, a
diferenca de efluentes agricolas e industriais. Em hipdtese, o efluente com alto teor de proteina
e fésforo e concentracdo moderada de DQO que geralmente tem um efeito inibitorio mais forte
sobre as microalgas, mas pode ser consumido por nutrientes misturados e talvez seja um
ambiente benéfico para o crescimento de microalgas e podendo ser tratado (Silva et al., 2019).

Segundo Ferreira et al. (2018), que exercitaram a serventia de Tetradesmus obliquus em
remover nutrientes de outros efluentes de laticinios e industrias urbanas. A remocdo de
nutrientes para nitrogénio, fosforo e DQO variou de 95-100%, 63-99% e 48-70%. Uma
eficiencia maior de biomassa de 1025 mg L d* ocorreu no meio contendo efluente. A biomassa
completamente criada tinha um alto teor de proteina 31-53%, acompanhado de 12-36% de
carboidratos e 8-23% de lipidios.

O tratamento de efluentes com microalgas possuem desvantagens, onde, a principal
delas é a dificuldade e/ou inibicdo do crescimento desses microrganismos em efluentes com
alta DQO/DBO, onde é utilizado no maximo cerca de 5000 mg L** de DQO. E bem conhecido
que a maioria dos efluentes industriais, domésticos e agricolas contém grandes quantidades de
fontes de carbono, nitrogénio e fosforo, o que os torna ambientes propicios para o

desenvolvimento de microalgas, e tornando-se indispensaveis objetivos do tratamento de
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efluentes é reduzir a DQO e outros nutrientes e compostos organicos. Portanto, quando a DQO
e as concentragOes de nutrientes nos efluentes sdo altas, essas aguas residuais geralmente séo
tratadas anaerobicamente ou devidamente diluidas para evitar a inibicdo do crescimento de
algas devido as altas taxas de DQO (Silva et al., 2019).

Assuncdo (2014), foram analisadas as leveduras Saccharomyces cerevisiae, S. boulardii
e K. marxianus, com o proposito de cultivar suas biomassas utilizando permeado de soro de
queijo ap6s um processo de 30 horas. Os resultados revelaram expressivas reducGes na
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) de 69,31%, 97,67% e 83,53% para Saccharomyces.
cerevisiae, S. boulardii e K. marxianus, respectivamente. Essas redugdes correspondem a
concentragdes iniciais de 164.550 mg O..L™ para S. cerevisiae, 214.250 mg O..L* para S.
boulardii e 125.500 mg O,.L* para K. marxianus, alcangando concentragdes finais de 50.500
mg O,.L%, 5.000 mg O..L7t e 20.675 mg O2.L?, respectivamente. No que diz respeito a
producéo de biomassa, os valores obtidos foram de 16,54 g.L*?, 30,58 g.L™ e 21,12 g.L* para

Saccharomyces cerevisiae, S. boulardii e K. marxianus, respectivamente.

3.7 O Papel das Estacbes de Tratamento de Efluentes (ETES) na Adequacdo aos

Padrdes Legais Ambientais

A legislacdo ambiental desempenha um papel fundamental na protecéo e preservacao
dos recursos naturais e ecossistemas. Estabelecendo normas, diretrizes e medidas para evitar
danos ao meio ambiente, ela promove o desenvolvimento sustentavel e responsabiliza 0s
infratores. Por meio de leis, decretos e regulamentos, a legislacdo ambiental aborda uma ampla
gama de questdes, desde a conservacdo da biodiversidade até o controle da poluicdo, gestdo de
residuos, protecdo de areas protegidas e uso sustentavel dos recursos naturais. A aplicacdo
efetiva dessas leis é fundamental para garantir a qualidade de vida das presentes e futuras
geracOes, além de mitigar os impactos das atividades humanas sobre o meio ambiente (Severo
et al., 2021.).

Os padrdes de lancamente efluentes na Unido Europeia (UE) sao determinados de
acordo com a norma estabelecida pela Diretiva UE 1998/15/CE de 1998, nos quais 0s limites
maximos e taxa de remogao minimas para os parametros de DQO, NT e FT sao de 125 mg L
e 75%, 10-15 mg Lt e 70-80%, 1-2 mg L e 80%, respectivamente.

No contexto brasileiro, embora ndo haja uma definicdo nacional do valor maximo
permitido para a concentragdo de DQO em relagéo ao padréo de langamento estabelecido pelo
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) na resolucdo n°® 430 de 2011, que trata das
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condicOes, pardmetros, padrdes e diretrizes para o lancamento de efluentes em corpos d'agua,
alguns estados determinam condi¢des e padrées de lancamento mediante demonstracao técnica
e conformidade com os requisitos vigentes, como nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro
e Rio Grande do Sul.

Em Minas Gerais, a Deliberagdo Normativa Conjunta COPAM-CERH/MG n° 8 de 2022
estabelece um valor maximo para a DQO de 180 mg L e eficiéncia de reducéo de 80%, com
média anual igual ou superior a 85%.

O Conselho Estadual de Meio Ambiente do Rio de Janeiro, com base na Resolucéo
CONEMA n° 90 de 2021, define, entre outros parametros de padrfes de langcamento para
estacOes de tratamento de esgoto sanitario que recebem lixiviado de aterro sanitério de residuos
sélidos urbanos, o valor maximo dos niveis de DQO de 180 mg L?, 4 mg L de Fésforo Total
e 20 mg L de Nitrogénio Amoniacal Total para langamento em corpo hidrico I8tico, 1 mg L
de Fosforo Total e 10 mg L™ de Nitrogénio Amoniacal Total nos casos em que o langamento
ocorrer em corpos Iénticos, 0 monitoramento do pardmetro nitrogénio total nao é exigido.

No Rio Grande do Sul, o Conselho Estadual do Meio Ambiente (CONSEMA) determina
na resolucdo n° 128 de 2016 os padrdes de lancamento de efluentes confome a vazédo de
descarte, no qual os teores de DQO variam de 150 mg L para vazdo méaxima de 10.000 m® d-
1a 400 mg L para vazdo menor que 20 m® d!, para Fosforo uma concentragdo maxima de 1 a
4 mg L para vazdes de até 10.000 m® d* e 100 m®d?, respectivamente, e um valor maximo
20 mg L de nitrogénio amoniacal.

Para adequacdo de lancamento do efluente no meio ambeinte segundo as legislacGes
ambientais, as es estacdes de tratamento de efluentes (ETES) geralmente seguem quatro etapas
principais no processo de tratamento de aguas residuais, descritas a seguir.

A primeira etapa € o pré-tratamento, onde os efluentes passam por processos
preliminares para remover materiais grosseiros e solidos sedimentaveis, como pedras, areia e
plasticos, que poderiam danificar equipamentos posteriores. Em seguida, vem o tratamento
primario, que envolve a remoc¢ado de solidos suspensos e parte da matéria organica através de
processos fisicos como sedimentacdo e flotacdo. Durante essa fase, os sdlidos sedimentaveis
sdo separados para formar lodo primario, enquanto os éleos e gorduras sdo removidos da
superficie. O tratamento secundario, também conhecido como tratamento bioldgico, é a terceira
etapa, onde a matéria organica dissolvida e suspensa é reduzida usando processos bioldgicos
aerobios, como lodos ativados e filtros bioldgicos. Nesta etapa, 0s microrganismos consomem
a matéria organica transformando-a em produtos mais estaveis. Por fim, o tratamento terciario,

opcional, visa remover poluentes residuais ndo tratados adequadamente anteriormente, como
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nutrientes e micropoluentes. Métodos comuns incluem filtragcdo avangada, adsor¢éao em carvao
ativado e desinfeccdo, utilizando cloro, 0zonio ou radiagdo ultravioleta, garantindo a qualidade
da &gua antes do seu descarte (Sperling, 2007; Mohsenpour et al., 2021). Uma alternativa
biotecnoldgica e sustentavel para o tratamento terciario consiste no emprego de microalgas, as
quais se destacam em virtude de sua capacidade fotossintética. Tal capacidade permite a
conversdo de energia em biomassa, bem como a assimilagdo de nitrogénio (N) e fosforo (P)
presentes no esgoto sanitario. Além disso, as microalgas apresentam a capacidade de reduzir
simultaneamente a emissao de dioxido de carbono (CO-) e de gerar esgoto tratado com elevada
concentracdo de oxigénio dissolvido, contribuindo para a melhoria da qualidade da dgua nos

corpos receptores (De Wilt et al., 2016).
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4. METODOLOGIA

No primeiro momento, consistiu na coleta do efluente de soro do leite, produto oriundo
do queijo coalho, gerado por uma industria localizada no municipio Batalha — Alagoas, em
setembro de 2022. Apds a concessao, o soro foi submetido a um processo inicial de filtracao,
através de papel de filtro qualitativo para a remocéo de particulas slidas de maior envergadura
e centrifugacdo (centrifuga ACB Labor Dry-Bloch), a 3500 rpm por 15 min. para remover
apenas a parte liquida solavel. Por fim, o efluente resultante foi congelado a uma temperatura
entre -18 e -12°C. A carga poluidora foi quantificada através da experiéncia dos critérios de
demanda quimica de oxigénio (DQO) (mg N L), nitrogénio total (mg N L) e fésforo total
(mg P L), nas instalagbes do Laboratorio de Bioprocessos (LABIO), localizado no Centro de
Tecnologia da Universidade Federal de Alagoas.

4.1 Espécies de fungos unicelulares e microalgas

Neste estudo a espécie de microalga selecionada foi a Tetradesmus obliquus LCE-01
(Figura 3). A cultura da microalga foi mantida em meio sélido contendo agar nutriente
esterilizado a 121 °C, 1 atm por 15 min em autoclave (Kasvi®) (Rippka et al., 1979). A levedura
utilizada foi Saccharomyces cerevisiae, obtida comercialmente (Fleischmann), esta foi ativada
previamente no meio YPD ( extrato de levedura, peptona e dextrose) e em seguida para o0 meio
YPDA (extrato de levedura, peptona, dextrose e Agar) para favorecer o seu crescimento. Apos
seu crescimento, durante um periodo médio de 10 dias, os esporos foram coletados por uma
solucdo estéril para formar a suspensao de esporos, a qual teve sua concentracao determinada a

partir do procedimento de contagem em camera de Neubauer.

Figura 2 - Imagem de microscépio dptico da microalga T. obliquus LCE-01(A) com aumento de 40x e da
levedura S. cerevisiae (B) com aumento de 100x.

Fonte: Autora, 2024.
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4.2 Sistemas de tratamento

O sistema de tratamento adotado neste estudo foi composto por frascos de vidro
cilindricos Drechsel com capacidade de 500 mL (didmetro externo de 60 mm), utilizados para
simular as condig¢Ges de um reator de coluna de bolhas. Cada frasco foi preenchido com um
volume atil de 400 mL. Nos ensaios com microalgas, foi aplicada iluminagdo artificial
constante ao sistema, utilizando um Plafon LED de 25W com temperatura de cor de 6500K. A
intensidade luminosa foi medida utilizando um radiémetro modelo Delta Ohm 2302.0 e foi
mantida em 100 pmol fotons m? s, A aeracéo continua foi realizada utilizando um compressor

modelo JEBO 660, com vazdo de 2 L min, Figura 4.

Figura 3 - Sistema de Tratamento.

Fonte: Autora, 2024.

O desenvolvimento da parte experimental desse estudo foi realizado em etapas. Em
todas elas foram utilizadas o efluente real (soro do leite) com cargas organias diferentes, as
quais foram estabelecidas por estudos anteriores que avaliaram a toxicidade da carga organica
presente nesse substrato com relacdo a microalga. O pH desses meios foi ajustado conforme a
necessidade do microrganismo utilizado, desta forma para a levedura e o consorcio microalga-

levedura o pH foi conservado entre 7 e 7,5, sendo controlado diariamente.
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Figura 4 — Fluxograma experimental.

Caracterizacao
do soro de leite

Fnsaios Experimentais
Batelada sem suplementa¢io Batelada com suplementacio de
(Controle, levedura, consércio N no consorcio microalga-
microalga-levedura) levedura

DQO, NT, FT, pH,
peso seco e contagem
celular

Fonte: Autora, 2024.

4.2.1 Avaliacdo do tratamento do soro do leite por levedura, consércio microalga-

levedura e controle

Foram utilizados quatro concentrcdoes de carga organica do soro do leite (400,11;
815,04; 1610,32 e 3240,39 mg L) esterilizado a 121 °C, 1 atm por 15 min em autoclave. Essas
concentracdes foram determinadas com base em estudos prévios que avaliaram a toxicidade da
carga organica presente nesse substrato em relacdo a microalga Tetradesmus obliquus. O pH
dos meios de cultura foram ajustado de acordo com as necessidades especificas dos
microrganismos utilizados. Para a levedura e o consorcio microalga-levedura, o pH foi mantido
entre 7 e 7,5 e foi monitorado diariamente para garantir condigdes 6timas de crescimento. Nao
houve ajuste de pH para os controles. Todos os ensaios foram realizados durante 7 dias com
coletas de amotras a cada 24 horas.

A analise do desempenho da levedura Saccharomyces cerevisiae na remediacdo do soro
do leite foi realizada com o propdsito de avaliar sua habilidade de adaptacdo e remocéo de
matéria organica e nutrientes. Para esse propdsito, as leveduras foram inoculadas em todas as
cargas organicas do soro do leite (cinco alcadas de leveduras foram adicionadas).

Para a sequéncia experimental, foram utilizados as espécies de microrganismos
Saccharomyces cerevisiae e Tetradesmus obliquus em consorcio (cinco alcadas de cada

espécie), para avaliar o efeito sinergico entre as especies no tratamento do soro do leite.
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Realizaram-se ensaios de controle utilizando as mesmas cargas organicas e condicoes
experimentais, com o intuito de avaliar de forma eficaz a contribuicdo da presenca da
Saccharomyces cerevisiae e da Tetradesmus obliquus no tratamento, uma vez que o sistema
operava em um ambiente aberto. A tabela 1 mostra de forma resumida as condi¢fes de operacao
dos reatores.

Tabela 1 - Condictes de operacdo dos reatores.

, DQO Inicial NT Inicial FT Inicial
Inéculo Reator (mg L) (mg L (mg L)

CC1 400,11 + 2,47 8,54 + 0,07 2,89 £0,00

I CC2 815,04 + 12,35 16,79 + 0,14 5,91 +£0,00
Controle CC3  161032+494  21,83+0,03 12,26 + 0,05
CC4 3240,39 + 39,52 40,44 £ 0,04 25,16 £ 0,01

CL1 400,11 + 2,47 8,54 + 0,07 2,89 +0,00

Saccharomyces CL2 815,04 + 12,35 16,79 + 0,14 5,91 + 0,00
cerevisiae CL3 1610,32 + 4,94 21,83 £0,03 12,26 + 0,05
CL4 3240,39 + 39,52 40,44 £ 0,04 25,16 £ 0,01

Tetradesmus CML1 400,11 + 2,47 8,54 + 0,07 2,89 +0,00
obliquus - CML2 815,04 + 12,35 16,79 £ 0,14 5,91 +0,00
Saccharomyces CML3 1610,32 + 4,94 21,83 + 0,03 12,26 + 0,05
cerevisiae CML4 3240,39 + 39,52 40,44 + 0,04 25,16 + 0,01

Fonte: Autora, 2024.

4.2.2 Avaliacédo da relacdo DQO:N para o tratamento do soro do leite pelo consércio

microalga-levedura

O soro utilizado na etapa anterior apresentava uma relagdo DQO:N de 50:1. Como foi
verificado que concentracdo de nitrogenio foi limitante na eficiéncia do tratamento,
principalmente na remocdo de DQO, o soro foi suplementado com sulfato de amdnio nas
proporcoes DQO:N de 25:1 e 12,5:1, como mostra a tabela 2.

Com base nos resultados da etapa descrita no tdpico 4.2.2, foram escolhidas duas
concentracBes de carga organica do soro do leite (299,78 e 586,33 mg L) esterilizado a 121
°C, 1 atm por 15 min em autoclave. O pH foi mantido entre 7 e 7,5 e foi ajustado diariamente
para garantir condi¢bes étimas de crescimento. Todos 0s ensaios foram realizados durante 4

dias com coletas de amotras a cada 24 horas.
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Tabela 2 - Condicdes de operacéo dos reatores com diferentes relagdes DQO:N.

DQO Inicial NT Inicial FT Inicial

Indculo Reator (mg LY (mg L) (mg L)
Tetradesmus CML1-25:1 299,78 +17,63 11,99+0,02 2,47 +0,02
obliquus - CML1-12,5:1 299,78+17,63 2257+0,03 254 +0,06
Saccharomyces =~ CML2-25:1  586,33+22,04 18:34+0,01 5,17 +0,15
cerevisiae CML2-125:1 586,33+22,04 4691+004 5,09+0,05

Fonte: Autora, 2024.

4.3 Caracterizacao fisico-quimica

Os efluentes foram caracterizados utilizando-se principalmente trés parametros:
demanda quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio total (NT) e fosforo total (FT). Uma aliquota
de 50 mL foram coletados diariamente, centrifugados a 3500 rotag6es por minuto (rpm) por 15
minutos, com o objetivo de separar a fase solida (lodo microbiano) da fase liquida.

Em seguida, principalmente para a determinagdo da DQO, as amostras foram filtradas
em filtros de seringas de 0,45 e 0,22 um, respectivamente, para eliminar eventualmente sélidos
que pudessem nao ter sido eficientemente removidos na centrifugacdo e que afetassem essa
analise.

A Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) foi determinada pelo método de digestdo com
dicromato com posterior leitura em espectrofotémetro (Shimadzu, UV-mini 1240) a 600 nm. O
nitrogénio total foi analisada pelo método Kjedahl, que consiste na digestdo da amostra com
acido sulfurico concentrado e mistura catalitica (sulfato de sédio, sulfato de cobre e selénio)
para nitrogénio total (TECNAL, TE0O07 MP, bloco digestor), seguido de destilagdo e coleta em
acido bdrico 4% (TECNAL, TE-0363, destilador de nitrogénio) e titulacdo com HCI 0,01N. A
concentracdo de fosforo total foi determinada pelo método do acido ascérbico com leitura em
espectrofotbmetro a 706 nm (Shimadzu, UV-mini 1240) (AOAC, 2002). O peso seco celular
foi realizado com a fase solida resultante do processo de centrifugacao.

Para isso, a amostra foi seca a 105 °C por duas horas ou até peso constante em estufa de
secagem (MedClave). A relacdo da massa final seca e o volume utilizado da amostra
determinou a concentracdo de lodo obtida.

Para a contagem de células de microalgas e leveduras, utilizou-se a cAmara de Neubauer,
o0 qual envolveu a diluicdo dass amostra para obter uma concentracdo celular adequada. Em
seguida, uma aliquota conhecida dessa dilui¢do foi adicionada a cAmara de Neubauer, onde as

células foram distribuidas uniformemente em quadrantes especificos. Usando um microscopio
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Optico com obejtiva de aumento de 40x, as células foram contadas em 5 sub-quadrantes da
camara, 4 dos cantos e o central. A concentracgdo celular total foi calculada com base no nimero
de células contadas e nas dimens6es conhecidas das areas de contagem da caAmara de Neubauer.

Para determinar o pH, uma porcdo da amostra foi transferida para um Becker e, em
seguida, medida com um pHmetro previamente calibrado utilizando tampdes pH 4,0 e pH 7,0.
O pHmetro foi operado de acordo com as instrucdes fornecidas pelo fabricante (marca
TECNAL). Os ajuste dos pH foram realizados com NaOH 0,1 N e HCI 0,1 N.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

Uma abordagem biotecnoldgica e sustentavel para o tratamento terciario envolve o
emprego de microalgas, destacadas pela sua capacidade fotossintética, que permite a conversdo
de energia solar em biomassa e a assimilagéo de nitrogénio e fésforo presentes na agua residual.

Na presente secéo, os resultados do estudo foram dispostos em uma ordem sequencial.
Primeiramente, foi realizada a caracterizacdo fisico-quimica do efluente. Em seguida, foram
discutidos os experimentos conduzidos, abordando a eficiéncia de remocao dos contaminantes
na etapa de polimento (tratamento terciario). Também foi estudado a influéncia da limitacéo de
nitrogénio no tratamento, no qual realizou-se a suplementacdo de NT obtendo diferentes
relagcbes de DQO:N.

5.1 Caracterizagdo do soro do leite

O soro do leite, subproduto altamente poluente da industria de laticinios, mostra
quantidades significativas de compostos organicos. A Tabela 3, apresenta os dados obtidos a
partir da caracterizacdo do soro do leite utilizado nesse trabalho em comparacdo com dados
obtidos da literatura. Foram observados altos teores de DQO, assim como dos nutriente
essenciais para o metabolismo microalgal, Nitrogénio e Fosforo. E importante ressaltar que as
diferencas observados dos valores obtidos devem-se, provavalmente, ao tipo de processamento,

fonte da matéria-prima, fatores agronomicos, entre outros.

Tabela 3 - Caracterizacéo fisico-quimica do soro do leite.

DQO NT FT

Tipo do soro ) ) ) H Referéncias
P (mgL™) (mg L) (mg L) P
Soro__de 80.762,87 + 1373.72 + 1.67 602,84 + 3,48
queijo 9,18 0,02
Este trabalho
Soro de 57.861,56 + 1.157,23 + 506,75 + 352
queijo 1432,76 28,65 1,52 ’
Soro de 87.442,38 + 601,32 + De Andrade,
queijo 269512 101850210 gg 6,19 2019
Soro de 147.000 + Salati et al.,
queijo 7.000.0 805 + 48,0 400 + 20,0 5,26 2017
Soro de 68,600 + Saddoud et
queijo 3300,0 1120£10,0 500+1,8 4,9+0,27 al., 2007

Fonte: Autora, 2024.
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5.2 Avaliacdo do tratamento terciario em batelada pela S. cerevisiae e consorcio

T. obliquus - S. cerevisiae

A fim de estimar a carga poluidora, os parametros de Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO), Nitrogénio Total (NT) e Fdsforo Total (FT), foram avaliados antes e durante o
processo de tratamento, seguindo as etapas metodoldgicas descritas.

5.2.1 Analises da remocdo da demanda quimica de oxigénio (DQO)

O soro do leite foi analisado utilizando cargas organicas de 400,11 + 2,47 mg L™,
815,04 +12,35mg L?, 1610,32 + 4,94 mg L™ e 3240,39 + 39,52 mg L* respectivamente. Como
mostra a Figura 5, notou-se que no sistema de controle, os valores residuais de DQO foram de
225,25 + 1,98 mg L™ para (CC1), 523,60 + 9,88 mg L™ para (CC2), 1017,56 + 14,82 mg L™
para (CC3) e 1975,85 + 19,76 mg L para (CC4). A porcentagem de remogéo nesse sistema foi
de 43,70%, 35,76%, 36,81% e 39,02%, respectivamente.

Ao utilizar exclusivamente a levedura Saccharomyces cerevisiae, foram obtidos valores
de DQO residual de 146,21 + 3,95 mg L para (CL1), 245,01 + 1,98 mg L™ para (CL2), 350,71
+7,41 mg L para (CL3) e 785,40 * 2,47 mg L para (CL4), com taxas de remoc&o de 63,46%,
69,94%, 78,22% e 75,76%. A levedura é um microrganismo heterotréfico que depende do
carbono organico como sua principal fonte de energia. Embora as taxas de remocdo tenham
sido relativamente elevadas, durante o processo, a levedura pode ter sido submetida a fatores
estressantes, como a acidez do meio, contaminacdo bacteriana ou a presenca de leveduras ndo
Saccharomyces, o que pode ter limitado a remoc¢do completa (Pacheco, 2010).

Os resultados alcancados para a DQO residual no sistema de consorcio levedura-
microalga foram: 23,71 + 1,98 mg L™ para (CML1), 59,28 + 1,98 mg L* para (CML2), 361,58
+ 4,94 mg L ! para (CML3) e 563,12 + 4,94 mg L para (CML4). Esses valores representam
uma taxa de remocao de 94,07%, 92,73%, 77,55% e 82,62% respectivamente.

Os resultados referentes a remocdo de DQO indicam que o consércio microalga-
levedura apresenta uma eficiéncia superior em comparacdo levedura e controle. Essa
observacdo € coerente com a expectativa, considerando que a simbiose beneficia ambos os
microrganismos. Os teores de DQO no permeado de soro de leite fermentado foram
determinados como 121,5 g L. Ap6s um periodo de fermentacdo de 5h, houve uma redugio
de 41.105 g L. Em concordancia com a pesquisa de Burlani et al. (2014), a fermentagéo do

permeado com K. marxianus e K. lactis durante 24h resultou em uma reducdo de DQO de 133,8
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g L para 49,5 g L7, representando uma reducdo de 63%. Kumar et al. (2022), realizou um
estudo utilizando um co-cultivo de Saccharomyces cerevisiae e Scenedesmus abundans para
tratar um efluente com concentrago inicial de DQO de 68.000 + 720.082 mg L. Os resultados
mostram uma remocao de 83,15 + 0,2% para DQO, com uma concentracao final de 344,1 £ 2,3
mg L ap6s o tratamento.

Observa-se que esses resultados apontam para uma reducdo gradual do efluente, uma
vez que, mesmo apds o periodo de analise, a carga poluidora ainda estava elevada. Portanto, o
tratamento com microrganismos especializados é a abordagem mais viavel, monstrando que o
consorcio entre a microalga-levedura obteve o melhor desempenho do controle na remocao de
DQO.

Figura 5 — Desempenho levedura S. cerevisiae, do co-cultvio T. obliquus — S. cerevisiae e do controle na
remogédo de DQO ao longo do tempo em diferentes concentrag@es: 400,11 mg L (A), 815,4 mg L* (B), 1610,31
mg L (C) e 3240,39 mg L* (D).
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cerevisiae 23,71+1,98  75,83% cerevisiae 59,28 + 1,98 83,61%
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S. cerevisiae 350,71 +7,41 78,22% S. cerevisiae 785,40 £2,47  75,76%
T. obliquus - S. 0 T. obliquus - S.
cerevisiae 361,58 £4,94 80,83% cerevisiae 563,12+4,94  82,73%

Fonte: Autora, 2024.

Mesmo apds o periodo de tratamento, resultam que algumas remog¢des ndo atenderam
aos requisitos das legislacGes vigentes. A Resolugdo CONAMA 430/2011 tem como fungéo
fiscalizar os lancamentos de cargas organicas e monitorar a qualidade dos corpos receptores.
Além disso, a Resolucdo CONAMA 357, publicada em 17 de marco de 2005, determina os
padrdes de lancamento de efluentes, tanto diretos quanto indiretos, em corpos hidricos apds o
tratamento adequado. Essa resolucdo também autoriza os 6rgdos ambientais competentes a
estabelecerem condicdes e padrdes mais rigorosos de acordo com as caracteristicas locais. Por
exemplo, a COMDEMA 34/2012, no estado do Amazonas, estabelece o limite maximo de DQO
em efluentes industriais de 100 mg O, L, enquanto a Resolugdo COEMA 02/2017, no Ceara,
estabelece um limite de DQO de 200 mg O, L (Morais; Santos, 2017). A Diretiva 91/271/CE
da Unido Europeia (1991) abrange o tratamento e lancamento de efluentes residuais e
industriais, visando proteger o meio ambiente em contestacdo aos efeitos adversos desses
lancamentos. De acordo com essa diretriz, os padrdes de lancamento para DQO devem ser de
125 mg L%, com eficiéncia minima de remogao de 75% (Wessling, 2011).

Com base nessa diretiva, pode-se observar que os valores de DQO obtidos nas cargas
organicas do sistema com as leveduras e no controle ndo estdo em conformidade com essa
legislagdo. Para o consorcio, as cargas organicas de (CML3) e (CML4) também ultrapassaram

o valor estabelecido.
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5.2.2 Remocéo de nitrogénio total e fosforo total

No soro do leite, foram obtidos composicdes iniciais de ingestdo de 8,54 + 0,07 mg L7,
16,79 + 0,14 mg L%, 21,83 £ 0,03 mg L* e 40,44 + 0,04 mg L para NT respectivamente. De
acordo com a Figura 6, os valores residuais no sistema de controle para NT foram de 6,58 *
1,64 mg L para (CC1), 11,76 + 2,94 mg L para (CC2), 13,01 + 3,25 mg L™ para (CC3) e
22,39 + 5,60 mg L? para (CC4), originada em uma taxa de remocgdo de 60,83%, 65,57%,
70,29% e 72,38%, respectivamente.

Ao empregar apenas a levedura Saccharomyces cerevisiae, foram alcangados valores
residuais de contaminacéo de 4,76 mg + 1,19 L para (CL1), 8,96 + 2,24 mg L™ para (CL2),
10,92 + 2,73 mg L* para (CL3) e 18,19 *+ 4,55 mg L para (CL4). Esses resultados
demonstraram eficiéncia de remocéo de 71,67%, 73,77%, 75,08% e 77,56%, respectivamente.
Esses dados indicam que o processo de remocdo de atraso foi eficaz. Diversos estudos tém
examinado a capacidade das microalgas de remover nutrientes presentes em efluentes,
conforme destacado em pesquisas anteriores (Han et al., 2014; Novoveska et al., 2016; Tang et
al., 2018; Ansari et al., 2019; Ling et al., 2019).

No consorcio microalga-levedura, os valores residuais de residuos totais obtidos foram:
4,06 + 1,01 mg L? para (CML1), 5,60 + 1,40 mg L para (CML2), 8,40 + 2,10 mg L para
(CML3) e 13,99 + 3,50 mg L para (CML4). Esses resultados representam uma eficiéncia de
remocdo de 75,83%, 83,61%, 80,83% e 82,73%, respectivamente.

A eficiéncia de remocdo mais alta foi observada no consorcio microalga-levedura,
devido a capacidade do microrganismo de assimilar ou desenvolver, o nitrogénio € um nutriente
essencial para o crescimento das microalgas. A microalga € capaz de absorver a maior ingestao
do que o necessario, adquirida na producédo de biomassa como reserva. Embora a eficiéncia de
remocdo de NT tenha sido maior no meio de co-cultivo, o sistema com leveduras também
demonstrou uma boa capacidade de remoc¢do, com taxas variando entre 71,67% e 77,56%
(Cruz et al., 2001).

Percebe-se que esses resultados indicam uma efetividade superior de remocado foi
evidenciada no consércio microalga-levedura, devido a habilidade do microrganismo em
assimilar ou sintetizar nitrogénio, um nutriente vital para o crescimento da microalga. Portanto,
o0 tratamento com microrganismos especializados é a abordagem mais viavel, monstrando que
0 consorcio entre a microalga-levedura obteve o melhor desempenho do controle na remogéo
de NT.
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Figura 6 — Desempenho S. cerevisiae, do co-cultvio T. obliquus — S. cerevisiae e do controle na

remogédo de NT ao longo do tempo em diferentes concentragdes: 8,54 mg L (A), 16,79 mg L (B), 21,83 mg L!
(C) e 40,44 mg Lt (D).
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Os niveis iniciais de fosforo total encontrados no soro do leite foram 2,89 + 0,00 mg L-

1591+0,00mgL? 12,26 +0,05mg L e 25,16 + 0,01 mg L™ . No sistema de controle, para
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FT foram observadas concentraces residuais de 2,01 mg L para (CC1), 4,03 mg L? para
(CC2), 7,91 mg L* para (CC3), e 16,20 mg L* para (CC4). Essas concentracdes resultaram em
eficiéncias de remocao de 30,58%, 31,78%, 35,48% e 35,59%, respectivamente.

No sistema com as leveduras utilizando a Saccharomyces cerevisiae, foram observados
valores residuais de fosforo de 1,65 + 0,01 mg L™ para (CL1), 2,97 + 0,01 mg L™ para (CL2),
5,14 +0,03 mg L™ para (CL3) e 12,42 + 0,01 mg L para (CL4), com uma eficiéncia de remocao
de 42,88%, 49,78%, 58,09% e 50,61%, respectivamente.

No sistema de consorcio microalga-levedura, foram alcancados valores residuais de
fosforo total de 0,20 + 0,00 mg L™ para (CML1), 0,28 + 0,02 mg L™ para (CML2), 0,98 + 0,01
mg L? para (CML3) e 3,79 + 0,01 mg L* para (CML4), resultando em uma eficiéncia de
remocéo de 93,15%, 95,18%, 92,01% e 84,93%, respectivamente Figura 7. Kumar et al., (2022)
realizou um estudo utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae e a microalga Scenedesmus
abundans para tratar o efluente de uma industria de laticinios. As concentragdes de fosforo no
efluente inicial foram de 18,11 + 0,3 mg L™, e apods o tratamento, o efluente apresentou uma

concentracio reduzida de 6,09 + 0,3 mg L, produzida em uma remocéo de 60,96 + 0,5%.

Figura 7 — Desempenho S. cerevisiae, do co-cultvio T. obliquus — S. cerevisiae e do controle na remogao de FT
ao longo do tempo em diferentes concentragdes: 2,89 mg L (A), 5,91 mg L (B), 12,26 mg L (C) e 25,16 mg

L (D).
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Fonte: Autora, 2024.

Entre os sistemas avaliados, 0 consorcio microalga-levedura obteve o resultado mais
altos em termos de remocao de fosforo. Isso é atribuido a importancia desse macronutriente
para o crescimento e divisdo celular da microalga, bem como para a producgéo de ATP, essencial
para a conversao do fésforo em polifosfato (Yaakob et al., 2021).

Portanto, o sistema microalga-levedura mostrou uma acdo melhor em comparagdo aos
demais sistemas avaliados. Essa eficiéncia é resultado da relacdo simbiotica estabelecida no
meio de cultivo, uma vez que o carbono, fosforo e nitrogénio, dentre outros mineirais, sdo
indispensaveis para o crescimento e metabolismo da microalga, enquanto a levedura se
beneficiou do oxigénio liberado pela microalga para suas funcdes metabdlicas.

Segundo Zimermann, (2019) esse comportamento pode ser atribuido ao esgotamento
das curvas uma reducdo em todos os parametros analisados ao longo do periodo de estudo, com
uma varia¢do mais significativa durante as primeiras 72h. Essa varia¢do pode ser um indicio de
esgotamento de nutrientes no meio de cultura ou sombreamento celular, 0 que caracteriza o
inicio da fase estacionéria.

Percebe-se que esses resultados indicam que o consércio microalga-levedura obteve o
resultado mais forte em termos de remocgdo de fdsforo. Portanto, o tratamento com
microrganismos especializados é a abordagem mais viavel, monstrando que o consércio entre

a microalga-levedura obteve o melhor desempenho do controle na remocdo de FT.
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5.2.3 Crescimento celular

Com a finalidade de monitorar o desenvolvimento dos microrganismos no meio de
cultura, a contagem celular foi realizada diariamente, durante um periodo de 6 dias. Verificou-
se que essa fase lag (laténcia) teve inicio nas primeiras 24h, seguida, essa fase log (crescimento)
apos 48h. Apo6s 72h, os microrganismos entraram na fase estacionaria e, posteriormente,
passaram para as fases de declinio celular, de acordo com a Tabela 4.

Tabela 4 - Valores maximos encontrados na contagem celular nos meios estudados.

Saccharomyces cerevisiae

Reator NuUmero de células
CL1 3,90 x10°
CL2 4,30 x10°
CL3 5,58 x10°
CL4 11,9 x10°

Tetradesmus obliquus - Saccharomyces cerevisiae

Ndmero de células

Reator S. cerevisiae T. obliquus
CML1 3,68x10° 2,60 x10°
CML2 4,12 x10° 7,60 x10°
CML3 5,44 x10° 8,80 x10°
CML4 16,5 x10° 1,48 x10°

Fonte: Autora, 2024.

A analise da contagem celular permitiu tracar a curva de crescimento para as
concentracdes avaliadas, e os resultados foram apresentados na Figura 8. Verificou-se que as
levaduras mostraram um aumento mais significativo em comparacdo com a microalga em todas
as condicdes de tratamento. Essa observacdo indica que os nutrientes disponiveis no meio sao

consideradas para sustentar o crescimento das leveduras.
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Figura 8 — Contagem celular da levedura Saccharomyces cerevisiae (A), contagem celular da levedura e da
microalga no co-cultivo T. obliquus - S. Cerevisiae (B) e (C).
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Fonte: Autora, 2024.

Observa-se que durante o co-cultivo, a contagem de leveduras foi consideravelmente
maior do que a da microalga, especialmente no meio com maior carga organica. Essa
disparidade € resultado da concentracdo elevada de células de levedura, que pode agir como
uma barreira que prejudica a distribuicdo uniforme da luz, afetando as microalgas. Estudos
anteriores, como o de Cheirsilp et al. (2012), também observaram a predominancia de leveduras
no co-cultivo, indicando que a relacdo mutualistica foi mais produtiva para o crescimento desses
microrganismos. Yen et al. (2015) também obtiveram resultados semelhantes, alcangando uma
biomassa de aproximadamente 10 g L™ no co-cultivo, com cerca de 78% desse composto total
por leveduras e 22% por microalga.

Em estudo desenvolvido por Rodrigues (2010), O crescimento da levedura persistiu
como 0 Unico desenvolvimento microbiano, mostrando-se semelhante ao observado no
consércio. Apos 72h de experimento, ambos 0s sistemas apresentaram um crescimento
exponencial. Esse crescimento da levedura favorecido pela disponibilidade abundante de

nutrientes, que sao utilizados como fonte de alimento durante o desenvolvimento do
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microrganismo. Além disso, a levedura possui a capacidade de sintetizar diferentes fontes de
carbono e excretar produtos metabdlicos ao longo do processo de crescimento.

Bach et al. (2014) atribuiram o crescimento de S. cerevisiae observado a presenga inicial
de carboidratos no mosto, bem como a disponibilidade de substratos condizentes para o

crescimento e desenvolvimento da levedura como fonte de carbono e nitrogénio organico.

5.2.4 Peso seco celular

Os resultados do estudo indicaram que o consorcio microalga-levedura apresentou
concentracdes de biomassa superiores quando comparado a levedura sozinha no sistema. Nos
sistemas com leveduras, as concentragdes maximas de biomassa foram de 60 mg L™ para CL1,
100 mg L para CL2, 300 mg L™ para CL3 e 380 mg L™ para CL4 apds 72, 96 e 168 horas de
estudo, respectivamente. No entanto, nos sitemas com a simbiose foram observados pesos
maximos de 200 mg L para CML1, 400 mg L para CML2, 500 mg L para CML3 e 580 mg
L para CML4, ap6s 96 horas.

Os resultados alcancados neste estudo estdo em conformidade com pesquisas anteriores,
como o estudo realizado por Mirzaei et al. (2016), para analisar o crescimento da Chlorella
vulgaris e a producéo de lipidios em diferentes condicdes de cultivo: autotréfico (sdo capazes
de produzir seu proprio alimento a partir de substancias inorganicas simples, como agua,
dioxido de carbono e minerais, utilizando energia de fontes como luz solar (fotossintese) ou
reagOes quimicas (quimiossintese)); heterotréfico (ndo podem produzir seu préprio alimento e
definicdo dependente da ingestdo de matéria organica ja formada para obter energia e nutrientes
essenciais para o crescimento e a reproducéo); e mixotrofico (sdo capazes de usar tanto fontes
de definicdo de carbono organico (como os heterotréficos) quanto inorganicas (como 0s
autotroficos). Isso Ihes confere uma maior flexibilidade em termos de fontes de nutrientes e
energia.). Os pesquisadores observaram que o crescimento mixotréfico resultou em um maior
peso seco e concentracgdo de lipidios. O peso seco maximo alcangado foi de 2,62 g L, enquanto
a concentragdo de lipidios consumidos foi de 0,864 g L™t. Comparado aos cultivos autotroficos
e heterotroficos, o crescimento mixotréfico apresentou um peso seco 2,5 e 4 vezes maior em
relacdo ao autotréfico e uma concentracdo de lipidios 170% superior ao autotréfico e 1200%
superior ao heterotrofico.

Qin et al. (2018), obtiveram uma producdo méxima de biomassa em um consorcio
formado pela levedura Yarrowia lipolytica e a microalga Chlorella vulgaris. Observaram que

a co-cultura apresentou uma producdo de biomassa maior em comparacgdo a cultura pura de
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levedura, com valores de aproximadamente 1,62 g L™, 0,92 g L e 0,85 g L para co-cultura,
microalga e levedura, respectivamente, segundo os autores.. Por meio da simbiose e da troca de
0,/CO3, ocorre um efeito sinérgico que também influencia o ajuste do pH, causado em uma
maior producdo de biomassa celular na co-cultura em comparagéo ao sistema de leveduras.
Portanto, 0 uso de culturas mistas apresenta potencial para melhorar a producdo de biomassa
microbiana, de acordo com a Figura 9.

Figura 9 — Producéo de biomassa obtida da levedura S. cerevisiae (A) e do consorcio T. obliquus - S. cerevisiae

(B) em diferentes cargas organicas do soro do leite.
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Fonte: Autora, 2024.

Com base na Figura 9, foi observado que a carga organica de 580 mg L™ no consorcio
obeteve um maior peso seco celular. Essa concentracdo mais elevada do meio recebeu
condi¢cBes mantidas para o crescimento dos microrganismos, gracas a alta disponibilidade de

matéria organica e nutrientes, conforme evidenciado pelos estudos acima mencionados.

5.2.5 pH

O controle adequado do pH é essencial para o desenvolvimento do sistema microbiano.
No caso das microalgas, o pH pode ser um fator limitante para o crescimento celular e a
producéo de produtos. E necessario manter o pH dentro da faixa de 7,0 a 9,0 para garantir um
ambiente estimulado ao crescimento e a formacdo de produtos desejados. Por outro lado, a
levedura tem um pH 6timo de crescimento entre 4,0 e 5,0, embora seja capaz de tolerar
variagGes mais amplas. No entanto, valores de pH acima de 9,0 interrompem o crescimento da
levedura. Portanto, o cuidado com o pH é um fator primordial para o crescimento eficaz desses

microrganismos (Pacheco, 2010; Doigénes, Carmo, 2021; Ortega, 2021;).
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No entanto, apds os ajustes realizados e com o pH mantido na faixa de 7,5 a 9,0,
observou-se a predominéncia do crescimento da microalga. A Figura 10 apresenta um gréfico

comparativo do pH nos diferentes sistemas em co-cultivo analisados.

Figura 10 - Controle de pH do co-cultivo T. obliquus - S. cerevisiae.
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Fonte: Autora, 2024.

Durante o tratamento do soro do leite, foi realizado o monitoramento diério do pH no
sistema microalga-levedura, ajustando-o para manter a faixa 6tima de desenvolvimento dos
microorganismos. Verificou-se que, no caso do co-cultivo, ocorreram variacdes consideraveis
no pH ao longo do tempo. Inicialmente, 0 meio era acido (com pH de 3,51), progredindo para
neutro (variando entre pH 7,36 — 7,59) e, ao final do periodo de estudo (entre 7,63 — 8,96),
resultando em alcalino. Essas flutuacdes no pH, especialmente nas primeiras 72h, podem
indicar a presenca de contaminacado bacteriana ou a predominancia do crescimento da levedura.

De acordo com as regras de Ashtiani et al. (2021), uma simbiose estabelecida entre a
microalga e a levedura permite que os acidos organicos produzidos pela levedura sejam
utilizados pela microalga. 1sso resulta na reducdo da concentragdo desses tolerados no meio de
cultivo e, por sua vez, no aumento do pH, devido ao crescimento das microalgas. Além disso,

as leveduras tém a capacidade de catabolizar agtcares complexos em agucares simples, que sdo
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consumidos pela microalga como fonte de nutrientes. Essa interagéo entre os microrganismos
cria um equilibrio de O., CO- e pH, favorecendo o crescimento simultaneo de ambos.

A andlise dos resultados revelou que os sistemas satisfatorios apresentaram valores de
pH semelhantes no inicio do tratamento e, ao final, alcangaram valores em torno de uma média
de 8,45. E importante destacar que, de acordo com a Resolugdo CONAMA 430/2011, o pH do
efluente deve estar dentro da faixa de 5,0 a 9,0 para permitir o langamento em corpos hidricos.
Nesse sentido, tanto o tratamento com a levedura quanto o tratamento com o consércio foram

eficazes, ndo sendo necessario realizar configuracdes adicionais para controlar esse parametro.

5.3 Avaliacéo da relagdo DQO:N para o tratamento terciario do soro do leite pelo

consorcio T. obliquus - S. cerevisiae

Nesta etapa, afim de avaliar a influencia da relagao DQO:N no tratamento do soro do
leite, realizou-se a suplementacao do efluente com sulfato de aménio obtendo as relagbes 25:1
e 12,5:1 de DQO:N. Com base nos resultados obtidos na etapa anterior, optou-se as dilui¢bes
de 0,5 e 1% para evitar a inibicao do crescimento das microalgas, obtendo cargas organicas de
299,78 e 586,33 mg L™ de DQO.

De acordo com o grafico de remocao de DQO (Figura 11A), os reatores CML1 - 12,5:1
e CML2 - 12,5:1 demonstraram taxas de remocdo de 79,41% e 84,06%, respectivamente, em
48 horas, com DQO residual de 61,72 + 1,76 mg L™ e 93,46 + 8,82 mg L. O reator CML1 -
25:1 alcangou uma taxa de remogdo de 58,82% e DQO residual de 123,44 + 3,53 mg L em
48h. Em contrapartida, o reator CML2 - 25:1 apresentou eficiéncia de remocédo de 51,88% e
DQO residual de 284,14 + 4,67 mg L™. Esses resultados indicam que os reatores com menor
razdo DQO:N (12,5:1) obtiveram uma eficiéncia de tratamento superior, atendendo aos limites
estabelecidos pela legislacdo europeia de 125 mg DQO L™ e uma eficiéncia minima de 75%
(EEC, 1991).

De acordo com a legislacdo europeia, as concentrac@es finais de Nitrogénio Total (NT)
devem estar abaixo do limite admissivel de 15 mg L™, com uma taxa minima de remocéo de
70-80% (CEE 1991). Observando o grafico de remocéao de NT (Figura 11B), os reatores CML2
- 25:1 e CML1 - 12,5:1 alcancaram concentracdes de NT abaixo do limite estabelecido em 24
e 48 h de tratamento, respectivamente, com concentragdes residuais de NT de 6,88 + 0,01 mg
L para CML2 - 25:1 e 14,36 + 0,03 mg L™ para CML1 - 12,5:1. O reator CML1 - 25:1 iniciou
o tratamento com uma concentragéo abaixo do limite exigido, registrando 11,99 + 0,02 mg L.

No entanto, apresentou uma queda substancial para 4,5 mg L em 24h, resultando em uma
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eficiéncia de remocéo de 70,83% em 48h. Por outro lado, o reator CML2 - 12,5:1, com uma
razdo DQO:N de 12,5:1, ndo demonstrou eficiéncia na remoc¢do, mantendo uma concentracéo
residual de NT de 29,85 + 0,04 mg L.

De acordo com o gréfico de remocdo de Fosforo Total (Figura 11C), todos os reatores
apresentaram uma queda substancial em 24h, com valores entre 0,23 mg L e 1,79 mg L™
Apos 48h, as taxas de remocao foram de 88,30%, 94,41%, 96,67% e 96,32% para 0s reatores
CML1 - 25:1, CML1 - 12,5:1, CML2 - 25:1 e CML2 - 12,5:1, respectivamente. Em todas as
condicdes, os limites estabelecidos pela legislacdo europeia de um maximoentre 1 -2mgL? e
uma eficiéncia minima de remocao de 80% foram atendidos (EEC, 1991).

Figura 11 — Desempendo da remocao de DQO (A), NT (B) e FT (C).
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Fonte: Autora, 2024.
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Nos gréficos de contagem celular (Figura 12A,B), foi observado um crescimento
constante em todas as condi¢Oes estudadas, superando os valores obtidos na etapa anterior com
uma razdo DQO:N de 50 (1,5x107 — 2,86x10’ de leveduras e 5,15x10° — 8,3x10° de microalgas
paras 0s reatores com menores cargas organicas, (CML1) e (CML2). No entanto, para o reator
CML1 - 25:1, ocorreu uma diminuicdo no numero de células de microalga ap6s 48h de
tratamento, possivelmente devido a limitagdo de fosforo e nitrogénio, enquanto o nimero de
células de levedura permaneceu constante a partir de 24h. Como na etapa anterior, 0 nimero de
células de levedura (1,95x10® — 3,24x10%) foi significativamente superior ao das microalgas
(3,2x107 - 7x107).

Em relacdo ao peso seco celular (Figura 12C), todas as condi¢fes apresentaram um
aumento constante nas concentragdes de biomassa, alcancando valores de 150-300 mg L™ em
até 48h, superando a biomassa obtida pelos reatores CML1, CML2 e CML3 (100-260 mg L)
no mesmo periodo de tempo. O reator CML2 - 12,5:1 apresentou 0 maior peso seco celular
entre as condi¢Oes avaliadas, provavelmente devido a maior disponibilidade de carga organica

e nutrientes, tornando o ambiente mais favoravel ao crescimento celular.

Figura 12 - Contagem celular da microalga T. Obliquus (A), da levedura S. cerevisiae (B), e peso seco

celular do consércio T. Obliquus - S. cerevisiae.
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Fonte: Autora, 2024.
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Como mecionado anteriormente, o controle de pH é um fator essencial para o
crescimento microbiano. Na Figura 13, percebe-se um comportamento similar aos
experimentos da etapa anterior, no entanto, houve uma maior instabilidade do pH ocasionado
pela suplementacdo de nitrogénio, necessitando de maior ajuste de pH. De qualquer modo, 0s

processos conseguiram ser conduzidos com eficiéncia.

Figura 13 — Controle de pH do consorcio T. obliquus - S. cerevisiae.
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6. CONCLUSAO

A implementacdo de estratégias biotecnoldgicas e sustentaveis para o tratamento
terciario de efluentes industriais € um avanco significativo em diregao a preservacdo ambiental
e ao uso responsavel dos recursos naturais. Este estudo destacou a eficacia do uso de microalgas
no tratamento de efluentes em especial, no tratamento terciario de soro do leite. O consdrcio
microalga-levedura mostrou-se mais eficiente na remogéo de contaminantes em comparagdo
com a levedura isolada ou o sistema de controle. Embora tenham sido observadas taxas de
remocao mais elevadas de DQO, NT e FT com o consércio, em algumas condicGes essas taxas
ndo atingiram os padrdes de lancamento estabelecidos pela legislagdo. A analise do crescimento
celular e do peso seco celular também apoiou a eficacia do consorcio, indicando uma melhor
utilizacdo dos nutrientes presentes no efluente. O estudo ressalta a importancia de considerar a
relagdo DQO:N no tratamento do soro do leite.

Futuras pesquisas devem explorar a otimizacdo do sistema batelada, considerando a
transicdo para métodos semicontinuos e continuos, bem como investigar estratégias de
adaptacdo de microrganismos ao fotoperiodo e tempo de residéncia. Em resumo, os resultados
deste estudo apontam para o desenvolvimento de tecnologias de tratamento de efluentes mais
eficientes e sustentaveis, com base em abordagens biotecnologicas baseadas em microalgas e
seu co-cultivo com levedura, com potencial para melhorar a gestdo de recursos hidricos e

reduzir o impacto ambiental das atividades industriais.
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