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RESUMO

O soro do leite, um subproduto da producdo de queijo, apresenta um desafio ambiental devido
a sua grande producao e alta carga organica. Nesse contexto, a biorremediacdo surge como uma
alternativa eficiente e de menor custo para tratar esse efluente em comparacdo com métodos
tradicionais (quimicos e fisicos). A utilizacdo de fungos indigenas, encontrados naturalmente
no efluente estudado, traz diversas vantagens para o processo de remediagdo, visto que esses
fungos ja estdo adaptados as condigdes e composi¢do quimica do mesmo, aumentando a
eficiéncia na degradacdo dos contaminantes. A utilizagdo do consoércio fungo filamentoso e
microalga tem sido amplamente estudada devido aos beneficios proporcionados por essa
interagdo simbidtica que faz com que haja uma otimiza¢do na remog¢do de nutrientes e da
matéria organica. Com base nisso, o objetivo desse estudo ¢ avaliar a eficiéncia de diferentes
espécies de fungos filamentosos indigenas tanto de forma individual como no co-cultivo com a
microalga Tetradesmus obliqguus na remocao da carga poluidora presente no soro do leite, de
maneira a adequé-lo aos padrdes de lancamento determinados pelos 6rgaos ambientais, a fim
de reduzir os danos gerados de modo econdmico e sustentavel. O tratamento avangado do soro
do leite, com concentrais iniciais de 1176,32 = 8,91 mg.L"! de DQO, 49,4 = 2,47 mg.L"! de
Nitrogénio total (NT) e 12,51 £ 0,03 mg.L"! de Fésforo total (FT), foi realizado em duas etapas
sendo ambas realizadas em um reator do tipo coluna de bolhas, sob modo de operagdo em
batelada e aeracdo constante (1.5 vvm). Na etapa inicial, cada coluna foi inoculada com uma
cultura pura de um fungo filamentosos indigena selecionado, e em co-cultivo com a microalga,
necessitando da adicdo de uma iluminagdo artificial constante (100 pmol fotons/(m?s)). Os
resultados obtidos mostraram que a remog¢ao de contaminantes € significativamente aprimorada
quando os fungos e microalgas sdo cultivados em consoércio, destacando-se o co-cultivo de
Cladosporium haloterans e Tetradesmus obliquus, que alcangou uma eficiéncia notavel com
remocdes de até 95,89% para DQO, 88,39% para NT e 99,31% para FT, enquanto o sistema
formado pelo fungo sozinho alcangou percentuais de 74%, 72,24% e 84,31% para DQO, NT e
FT, respectivamente. Desta forma, a utilizagdo da associagdo fungo indigena-microalga
potencializou a biorremediagado, resultando em um efluente tratado e dentro dos padrdes para o

descarte ambientalmente seguro.

Palavras chaves: Tratamento bioldgico; Consoércio; Tratamento de efluente; Industria do leite.



ABSTRACT

Whey, a byproduct of cheese production, poses an environmental challenge due to its large
production and high organic load. In this context, bioremediation emerges as an efficient and
cost-effective alternative to treat this effluent compared to traditional methods (chemical and
physical). The use of indigenous fungi, naturally found in the studied effluent, brings several
advantages to the remediation process, as these fungi are already adapted to its conditions and
chemical composition, thus increasing efficiency in degrading contaminants. The use of
filamentous fungi and microalgae consortium has been widely studied due to the benefits
provided by this symbiotic interaction, which optimizes the removal of nutrients and organic
matter. Based on this, the aim of this study is to evaluate the efficiency of different species of
indigenous filamentous fungi both individually and in co-cultivation with the microalga
Tetradesmus obliqguus in removing the pollutant load present in whey, in order to meet the
discharge standards set by environmental agencies, aiming to reduce damages economically
and sustainably. Advanced treatment of whey, with initial concentrations of 1176.32 + 8.91
mg.L! of Chemical Oxygen Demand (COD), 49.4 + 2.47 mg.L"! of Total Nitrogen (TN), and

12.51 £ 0.03 mg.L! of Total Phosphorus (TP), was carried out in two stages, both performed
in a bubble column reactor, under batch operation mode and constant aeration (1.5 vvm). In the
initial stage, each column was inoculated with a pure culture of a selected indigenous
filamentous fungus, and in co-cultivation with the microalgae, requiring the addition of constant
artificial illumination (100 pmol photons/(m?s)). The results showed that contaminant removal
is significantly enhanced when fungi and microalgae are cultivated in consortium, with the co-
culture of Cladosporium haloterans and Tetradesmus obliquus standing out, achieving
remarkable efficiencies with removals of up to 95.89% for COD, 88.39% for TN and 99.31%
for TP, while the system formed by the fungus alone achieved percentages of 74%, 72.24%
and 84.31% for COD, TN and TP, respectively. Thus, the use of indigenous fungus-microalgae
association potentiated bioremediation, resulting in treated effluent within standards for

environmentally safe disposal.

Keywords: Biological treatment; Consortium; Effluent treatment; Dairy industry.
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1 INTRODUCAO

A industria lactea desempenha um papel crucial na economia global, proporcionando
um alimento altamente nutritivo ¢ amplamente consumido em todo o mundo. No cenario
brasileiro, o pais ocupa o quinto lugar como maior produtor mundial de leite, ficando atras
apenas da India, Estados Unidos, Paquistdo e China (FAO, 2023). Apesar dessa posigdo de
destaque, o setor enfrenta desafios significativos, especialmente no que diz respeito a gestao
eficiente dos subprodutos e a necessidade de garantir a sustentabilidade ambiental em suas
operagoes (Sar et al., 2022).

Um dos principais subprodutos resultantes da producdo de laticinios € o soro do leite,
obtido principalmente por meio da coagulacdo do leite (ABIQ, 2022). Esse efluente liquido
possui uma coloragdo amarelo-esverdeada, concentra elevados teores de nutrientes, como
nitrogénio e fosforo, possui pH entre 3,3 ¢ 9, e a presenga significativa de lactose e gordura
contribui para a alta demanda quimica de oxigénio (DQO). O descarte inadequado desse residuo
pode levar a eutrofizag¢do de corpos d'dgua, causando danos a vida aquatica e terrestre, portanto,
torna-se imprescindivel o tratamento adequado desse subproduto antes de qualquer descarte,
visando mitigar seus impactos ambientais negativos (Keramati et al., 2021).

Alguns processos fisico-quimicos tém sido empregados no tratamento de efluentes
lacteos, tais como precipitacdo quimica, coagulagdo, floculagdo, processo de membrana,
adsor¢do e processos eletroquimicos (Ali, 2022). No entanto, esses métodos enfrentam uma
desvantagem inerente devidos aos elevados custos operacionais associados ao uso de fontes
externas, como por exemplo fontes 4cidas ou agentes floculantes (Al-tayawi et al., 2023).

Nesse contexto, a biorremediacdo surge como solugdo vidvel para tratar esse tipo de
efluente, pois apresenta alta eficiéncia e um custo operacional menor quando comparado aos
métodos  fisico-quimicos mencionados anteriormente. A  biorremediacdo  utiliza
microrganismos Vvivos, como bactérias, fungos e microalgas, para remover, degradar ou
transformar os contaminantes presentes, tornando-os menos toxicos e permitindo um descarte
correto do efluente (Negi; Das, 2023).

As microalgas sdao organismos fotossintéticos microscopicos com alto potencial para
capturar CO> e produzir biomassa rica em proteinas, lipidios e carboidratos. Essas
caracteristicas as tornam uma opg¢ao atraente para o tratamento do soro do leite (Li et al., 2020;

Wang et al., 2022). Os fungos filamentosos indigenas sdo microrganismos encontrados



naturalmente em ambientes especificos e desempenham papéis essenciais nos ecossistemas
locais. Além disso, esses fungos possuem potencial para diversas atividades benéficas, como
biodegradacao, biolixiviacdo, biocompostagem, fixa¢do de nitrogénio, melhoria da fertilidade
do solo e produgao de hormonios de crescimento vegetal (Akhtar; Mannan, 2020). Por todas
essas razoes, os fungos filamentosos indigenas podem ser aliados importantes na busca por
solugdes eficientes e ecologicamente responsaveis para a biorremediagdo do soro do leite.

A implementacdo de monocultivos e co-cultivos de microrganismos desempenha um
papel crucial na otimizacao da eficiéncia da biorremediacdo. No monocultivo, um Unico tipo
de microrganismo ¢ cultivado em um ambiente controlado. Por outro lado, o co-cultivo envolve
a interagcdo de diferentes espécies em um sistema unico, facilitando, por exemplo o cultivo
fungo-microalga, a recuperago das células de microalgas. Nesse processo, os fungos associam-
se a elas, formando corpos maiores e mais densos, o que simplifica sua remo¢ao do meio de
cultivo (D’Otaviano, 2018). Além disso, nessa dindmica, os fungos filamentosos absorvem a
matéria organica e fornecem dioxido de carbono para as microalgas, que, por sua vez,
contribuem com oxigénio para os fungos filamentosos (Reis et al., 2018). Essa interagdo
simbidtica beneficia ambos os microrganismos, resultando em maior eficiéncia no processo de
biorremediagao.

Neste contexto, esse trabalho tem por intuito avaliar a eficiéncia dos fungos filamentosos
indigenas no tratamento terciario ou avangado de efluente do soro do leite, tanto em cultivos
individuais quanto em co-cultivo com microalga. A proposta ¢ reduzir os poluentes presentes
no soro do leite, garantindo que o efluente atenda aos padrdes de langamento em corpos d'adgua.
Importante mencionar que os fungos filamentosos utilizados nesse trabalho foram isolados
dentro do proprio processo de tratamento quando a microalga foi inoculada sozinha no
biorreator, e por isso, espera-se uma superioridade de adaptacdo e de eficiéncia do processo de

tratamento.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a eficiéncia de diferentes espécies de fungos filamentosos indigenas tanto no
cultivo individual como no co-cultivo com a microalga na remogao da carga poluidora durante

tratamento terciario do soro do leite.

2.2 Especificos

e Avaliar a eficiéncia das espécies flngicas no tratamento terciario de efluente soro do
leite.

e Investigar a interacdo entre os fungos filamentosos indigenas e microalga no tratamento
terciario de efluente soro do leite.

® Analisar a produgdo de biomassa durante o periodo de tratamento.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A industria do leite

O leite e seus derivados sdo consumidos por mais de 6 bilhdes de pessoas em todo o
mundo, sendo o consumo de produtos lacteos maior em paises desenvolvidos. Por outro lado,
paises em desenvolvimento preferem lacteos frescos ou pouco processados. Espera-se que o
setor de laticinios seja o setor pecuario de mais rapida expansao na proxima década, com a
oferta global de leite projetada para aumentar em 23%. Um exemplo desse crescimento ¢
observado na India, que se tornou um dos principais produtores de leite, experimentando um
aumento significativo desde a década de 1970. Estima-se que o pais continue a crescer nesse
setor, com uma proje¢do de crescimento de 14,8% at¢ 2023 (FAO, 2023).

A cadeia produtiva do leite e seus derivados ¢ crucial para a economia e sociedade
brasileira, com o pais sendo o terceiro maior produtor global de leite, alcangando mais de 34
bilhdes de litros anualmente. Presente em 98% dos municipios, principalmente em pequenas e
médias propriedades, gera empregos para cerca de 4 milhdes de pessoas. Proje¢des indicam que
os produtores mais eficientes, adaptados a tecnologia e eficiéncia, manterao sua posi¢do até
2030. Iniciativas publicas e privadas estdo sendo implementadas para beneficiar diversos
segmentos da produgdo de leite (MAPA, 2024).

As industrias de laticinios, entre as alimenticias, sdo as mais poluentes devido ao alto
consumo de agua e geracdo de efluentes liquidos. Esses efluentes, ricos em carga organica e
nutrientes, sdo provenientes de processos como a fabrica¢do de queijo, creme e manteiga, além
da lavagem de equipamentos. A disposi¢do inadequada desses residuos pode resultar em sérios
problemas ambientais. A necessidade urgente de abordagens sustentaveis e praticas de gestao
ambiental destaca-se para mitigar os impactos negativos e fomentar praticas responsaveis na

industria de laticinios. (Custodio et al.,2022).
3.2 Producao e caracteristicas do soro do leite

O soro do leite, originado durante a producao de queijos e outros derivados lacteos,
representa a parte liquida resultante do processo de coagulagdo do leite para formar a coalhada,
a qual € a por¢ao solida utilizada na fabricacdo de queijos. Sua coloracdo ¢ amarelo-esverdeada,
com sabor acido ou doce, e a composicao varia conforme a qualidade do leite utilizado e o tipo

de queijo do qual se originou (MAPA, 2020).



Este soro constitui de 80 a 90% do volume total de leite empregado no processo, sendo
uma fonte rica em nutrientes que contém aproximadamente 50% das proteinas soluveis, lactose,
vitaminas e minerais presentes no leite. Com o aumento da producdo em larga escala de queijos,
o descarte inadequado desse residuo se tornou um desafio ambiental, inicialmente
negligenciado quanto as suas consequéncias. No entanto, ao longo do tempo, o soro passou a
ser reconhecido como um valioso subproduto. Atualmente, diversos produtos derivados do soro
sdo fabricados, incluindo bebidas lacteas, creme de soro, lactose, concentrado proteico de soro,
soro fermentado e concentrado nutricional para alimenta¢ao de animais (Sar et al., 2022).

O soro ¢ um residuo considerado muito preocupante por sua elevada carga de matéria
organica, principalmente a lactose e as proteinas. As concentragdes da Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO) nesse efluente podem variar de 50 a 102 g.L"!, ja para Nitrogénio Total e
Fosforo Total tem-se valores em torno de 1500 mg.L' e 151,60 + 0,174 mgL,
respectivamente, podendo resultar em impactos ambientais acentuados se langado diretamente

no meio ambiente sem o devido tratamento (MAPA, 2020; Asunis, 2020).

3.3 Processos de Tratamento Biolégico do Soro do Leite

Apesar de parte do soro do leite ser usada para outros processos ou alimentagdo animal,
uma quantidade significativa ainda € descartada de maneira irregular, resultando em problemas
ambientais, sendo assim um grande desafio para as industrias de produtos lacteos, devido a leis

cada vez mais rigorosas sobre seu descarte. Em geral, existem dois tipos principais de
tratamento possiveis para esse efluente, o tratamento fisico-quimico, que envolve vérias
técnicas para reduzir a poluicdo e recuperar compostos de alto valor agregado, € o processo
biologico, onde sua natureza econdmica e ecoldgica os torna preferiveis (Usmani et al., 2022).

Existem muitos processos de tratamento bioldgico do soro de leite, incluindo métodos
como a biossintese de lactulose, hidrélise enzimatica da lactose e fermentagdo aerdbica e
anaerobica. A biossintese de lactulose consiste na quebra enzimatica da lactose em glicose e
galactose, podendo ser realizada através de hidrdlise ou isomerizagdo. Outro método € a
hidrolise enzimatica da lactose, onde enzimas ou acidos sdo usados para quebrar a lactose
presente no soro de leite (Paladii et al., 2021).

O tratamento biologico do soro do leite pode ser realizado de forma aerobia ou
anaerobia, devido a alta relacao entre DBO e DQO, indicando uma facil biodegradabilidade do
substrato. Inicialmente explorado na década de 1970, o tratamento aerdbio do soro do leite
envolveu processos como lodo ativado e filtros de gotejamento. Posteriormente, a via anaerdbia

emergiu como uma alternativa, especialmente para induastrias de menor porte. No entanto, a
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digestao aerobia enfrenta desafios devido a alta carga organica do soro do leite bruto, afetando
a transferéncia de oxigénio e a sedimentacao do lodo. A relagdo ideal entre carbono, nitrogénio
e fosforo para processos aerdbios ¢ de 100:5:1, enquanto para anaerdbios, o carbono ¢ cinco

vezes maior. (Prazeres; Carvalho; Rivas, 2012; Akansha et al., 2020).

3.4 Microalgas e Fungos Filamentosos

As microalgas desempenham um papel essencial no ecossistema aquatico, sendo
principalmente fotoautotréficas e contribuindo para a fixagdo de carbono e aumento da
biomassa através da fotossintese (Li et al., 2023). Reconhecidas por sua capacidade de acumular
lipidios e diversidade de acidos graxos, as microalgas t€ém diversas aplicagdes em bioprocessos
e sdo importantes na absor¢ao de didxido de carbono atmosférico (Maltsev; Maltseva, 2021).
Destaca-se entre elas a Tetradesmus obliquus, uma microalga eficaz no tratamento de efluentes.
Ela remove nutrientes como nitrogénio e fosforo de diversas fontes, além de reduzir a presenga
de poluentes organicos, como compostos volateis e metais pesados. Sua capacidade de
adaptacao a diferentes condigdes ambientais a torna uma escolha versatil para o tratamento de
efluentes em varias regides (Salazar et al., 2023).

Os fungos filamentosos indigenas sdo conhecidos por seus corpos de frutificagcdo
multicelulares, denominados hifas, que formam uma rede chamada micélio. Esses fungos
desempenham um papel crucial no ecossistema, contribuindo para a decomposicao, reciclagem
de nutrientes e transformacdo de compostos inorginicos em matéria organica. Sdo essenciais
tanto na natureza quanto na industria, representando um grupo diversificado e relevante de
organismos (Veiter et al., 2018). Entre eles, o género Cladosporium possui distribui¢do global
e suas espécies sdo importantes na decomposicdo, além de serem encontradas em diversos
habitats. Neurospora sp. ¢ destacado pela sua capacidade de degradacdo de contaminantes,
sendo considerado promissor para o tratamento de efluentes, enquanto Penicillium gravinicasei
¢ reconhecido pela producdo de metabolitos secundarios bioativos com diversas aplicagdes
ambientais (Freire et al, 2015; Luke; Burton, 2001; Akaniro et al., 2023; Anelli et al., 2018).

O co-cultivo de microalgas e fungos tem sido estudado para a colheita de biomassa,
tratamento de efluentes e producao de biocombustiveis. Microalgas sdo eficazes na remogao de
nutrientes em aguas residuais, enquanto fungos contribuem com melhorias na producdo de
biomassa, eficiéncia do processo, através do consumo, principalmente de matéria organica, e
reducdo de custos de cultivo. As microalgas removem nitrogénio, fosforo e ions metalicos,

enquanto os fungos realizam remediacao via biossor¢do e biotransformacgdo. A relacdao entre


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2589014X21002693#bb0010
https://www.sciencedirect.com/author/7101707164/stephanie-g-burton
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ambos permite a troca de oxigénio e didxido de carbono, melhorando o crescimento das culturas
e contribuindo para a eficacia do sistema (Chu et al., 2021; Wang et al., 2022). As interagdes

mutuas envolvidas entre fungos e microalgas sdo expressas na Figura 1.

Figura 1- Interagdo entre fungo e microalga.
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Fonte: Wang et al., 2022.

Yang, Li e Wang (2019) utilizaram o consorcio entre o fungo Aspergillus sp. e a
microalga Chlorella sp. para tratar aguas residuais de melago e obtiveram uma redugdo do teor
inicial de nitrogénio e fosforo (NT: 407,5 mg.L! ; FT: 30,4 mg.L ") para 134,11 mg.L! e 3,35
mg.L!, respectivamente. Esses valores foram menores do que os proporcionados pelo
tratamento com os monocultivos, nos quais o fungo atingiu 333,34 mg.L"! para NT e 17,50
mg.L! para FT, enquanto o uso da microalga resultou em 226,61 mg.L"! de NT e 22,50 mg.L"!
de FT.

No estudo de Zhao et al. (2019), pellets da microalga Chlorella vulgaris foram
cultivados em conjunto com o fungo Ganoderma lucidum para purificar simultaneamente o
chorume de biogas e o proprio biogas em uma planta de tratamento de dguas residuais de uma
fazenda de suinos (DQO: 1061,51 + 26,23 mg.L™!, NT : 182,64 + 11,68 mg.L™! e FT: 17,96 +
1,93 mg.L'!). As condi¢des otimizadas de cultivo dos pellets incluiram uma velocidade de
agitacdo de 160 rpm, concentracdo inicial de inoculo de 1,0 x 10 esporos.L™! para células
microalgais, relacdo fungo/algas de 1:10 e relagdo meio misto/chorume de biogas simulado de

3:7, incubados sob uma intensidade de luz de 200 pmol.m 2s™!. A co-cultura demonstrou
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sucesso na purificagdo do chorume de biogas e na atualizacdo do biogas. As eficiéncias de
remogao de DQO, NT e FT foram de 92,17 £+ 5,28%, 89,83 + 4,36% ¢ 90,31 + 4,69%,
respectivamente.

Shen e Chirwa (2020) investigaram a capacidade de adsor¢ao de ouro por pellets
formados através da biofloculagdo de microalgas e fungos, tanto vivos quanto liofilizados. O
estudo empregou o fungo Aspergillus niger e a microalga Tetradesmus obliquus, com os pellets
sendo formados de acordo com as condi¢des Otimas determinadas pelo método de Taguchi.
Esses pellets foram entdo aplicados para remediar 4guas residuais contendo ouro (30 mg.L™)
em um reator sequencial em batelada do tipo coluna, demonstrando alta especificidade e

seletividade ao Au (III), com um percentual de adsor¢ao de 97,77%.

3.5 Microalgas e Fungos Filamentosos no Tratamento do Soro do Leite

A literatura atual apresenta uma lacuna em relacao a artigos que explorem a abordagem
conjunta desses microrganismos para tratar o soro do leite. Por outro lado, existem estudos que
se dedicam a analisar a remediacdo individual realizada por um género distinto desses
microrganismos, fora do contexto de co-cultivo entre eles.

Djelal e Amrane (2013) testaram um consorcio de fungos filamentosos (Aspergillus
niger, Mucor hiemalis e Galactomyces geotrichum) para tratar efluentes de laticinios (soro do
leite sintético, agua residual de laticinios sintética e uma real). O método de bioaumento foi
aplicado em diferentes escalas (laboratorial, piloto e industrial), acelerando os fungos por pré-
cultivo no soro de leite ou no efluente lacteo. Os resultados mostraram que o consumo da
demanda quimica de oxigénio (DQO) aumentou de 55% (na auséncia de fungos) para 75%
(com o pré-cultivo), com concentragio inicial variando entre 1500 e 2000 mg. L™, aumentando
significativamente sua eficiéncia. Além disso, a adi¢do dos fungos reduziu a DQO ndo
biodegradavel, resultando em uma menor relagio DQO/DBO na saida do tanque biologico da
Estacao de Tratamento de Efluentes (ETE). Estava na faixa de 451% a 1111% antes da adicao
do consorcio fungico e na faixa de 257% a 153% apds o bioaumento com os fungos.

Por meio da fermentag@o submersa (SmF), Ibarruri et al. (2019) investigaram a interacao
entre diversos pardmetros de cultivo (pH 4,75-7,75, concentragio de glicose de 7,5-82,5 g.L'!,
concentracio de nitrogénio de 0,75-3,75 g.L"! e tempo de incubagdo de até 5 dias), utilizando
cepas de Rhizopus sp., visando valorizar subprodutos alimenticios, como melago de laranja e
soro de leite. A otimizacdo desses parametros resultou em uma alta producao de biomassa e
proteina, com 11,9 g de biomassa. L' e 4,0 g de proteina.L"!, contendo 43,1+0,1% de

aminoacidos essenciais, € uma redu¢do na demanda quimica de oxigénio (DQO) de quase 50%.
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Os experimentos com soro do leite demonstraram um consumo de glicose de 76,3+1,1% e uma
producao de biomassa de 5,6+2,2 g/1, contendo 48,9+5,1% de aminoacidos essenciais.

Paulenco et al. (2023) investigaram o tratamento de aguas residuais lacteas utilizando a
microalga Nannochloris sp. em cultura mixotrofica, utilizando soro de leite como fonte de
carbono organico. O estudo envolveu a adi¢cao de soro de leite em diferentes quantidades ao
meio de crescimento das microalgas, mantido a uma temperatura de 28°C e agitagao constante
por sete dias. Dois esquemas de iluminacao LED foram aplicados para avaliar seu impacto no
crescimento das microalgas e na acumulacdo de compostos bioativos: iluminagdo continua
versus ciclo dia-noite. A analise do meio de crescimento antes e apos o cultivo permitiu
determinar a reducdo dos teores de carbono, nitrogénio e fosforo (valores iniciais de 68.300
+3730 mg.L!, 280+11 mgL! e 1228446 mgL"'!, respectivamente). Os resultados
demonstraram uma reducdo significativa da demanda quimica de oxigénio (até¢ 96%), do
nitrogénio (até 91%) e do fosforo (até 70%) apos sete dias de cultivo.

No estudo conduzido por Casa et al. (2022), a producdo em lote de Chlorella vulgaris
foi avaliada quanto ao seu potencial de aproveitamento dos componentes nutricionais
remanescentes do soro de queijo ricota. A microalga demonstrou capacidade de crescimento
em todas as concentragoes de soro testadas, resultando em uma concentracao final de biomassa
de 2,28 g L1, O soro de queijo utilizado neste experimento apresentou uma demanda quimica
de oxigénio (DQO) de 78000+1000 mg O, L', fosfato total (PT) de 320+2 mg P L' e
nitrogénio total (NT) de 320+5 mg N L. Apés a colheita da biomassa, os niveis de DQO no
meio diminuiram para 58000+1000 mg O> L™!, PT para 80+1 mg P L'e NT para 144+2 mg N
L™!. Consequentemente, foram calculadas eficiéncias de remogdo de 26+1% para DQO, 75+1%

para PT e 55+1% para NT ap6s 96 horas da inoculagao.
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4 METODOLOGIA

A metodologia incluiu a adequacdo do efluente estudado, que consistia no soro do leite,
a uma concentragdo de carga poluidora condizente com a etapa de tratamento avangado. Em
etapas subsequentes, foram conduzidos os ensaios experimentais de forma sequencial, e as
amostras coletadas diariamente. Em seguida, procedeu-se a sua caracterizagao, que envolveu a
quantificacdo da carga poluidora por meio da determinagdo de pardmetros como a demanda
quimica de oxigénio (DQO), o nitrogénio total (em mg N.L") e o fésforo total (em mg P.L™"),
conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 2 - Fluxograma de processo das etapas realizadas para o desenvolvimento da pesquisa.

Caracterizacdo do soro do
leite
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quimica de
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v

Ensaios Caracterizagao
experimentais fisico-quimica

Fésforo Total
( | ) Nitrogénio
Total
( ETAPA1 ) C ETAPA 2 ) C ETAPA 3 )

Fonte: Autora, 2024.
4.1 Efluente bruto

O soro do leite, que foi utilizado como base para os testes, foi obtido a partir da producao
de queijo coalho em uma fabrica situada em Batalha — Alagoas, durante o0 més de setembro de
2022 e passou por um tratamento primario (filtracdo e centrifugacdo), sendo armazenado sob
congelamento a temperaturas entre -18°C e -12°C. Para o uso nesse trabalho, o efluente teve
sua carga organica reduzida a niveis referenciado proprios para tratamento avangado, como em
Souza (2021), que no poés-tratamento do efluente proveniente do processamento do soro de leite,
tratado por um reator anaerdbio, utilizaram concentragdes iniciais entre 1073-2180 mg.L™! , 29-
190 mg.L'! | 6,3-117 mg.L"! para DQO, Nitrogénio Total Kjeldahl (TN ou TKN) e Fésforo
Total respectivamente. A Tabela 1 apresenta a carga organica do soro do leite utilizado nesse

trabalho.
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Tabela 1 — Carga orgénica do soro do leite utilizado no tratamento avangado.

Parametro Efluente do soro do leite
DQO (mg. L) 1176,32 £ 8,91
Nitrogénio Total (mg N . L) 49,40 £2.47
Fosforo Total (mg P. L) 12,51 + 0,03
pH 3,48+ 0,17

Fonte: Autora, 2024

4.2 Inoculo

A espécie de microalga adotada foi a Tetradesmus obliquus LCE-01, sendo seu cultivo
realizado em meio so6lido de agar nutriente (Kasvi®). Em relagdo aos fungos filamentosos,
foram empregadas cinco espécies distintas: Cladosporium haloterans, Phythomyces sp.,
Neurospora sp., Lecanicillium sp. e Penicillium gravinicasei. Esses fungos foram isolados
durante o processo de tratamento do soro do leite pela microalga Tetradesmus obliquus em um
sistema aberto e, posteriormente, foram submetidos a um processo de isolamento e
caracterizacdo molecular conduzido por Santos (2023). Eles foram mantidos em meio BDA
(Batata Dextrose Agar) como parte integrante do processo de cultivo e pesquisa. A microalga
foi inoculada em torno de 50 mg.L™! e os fungos filamentosos de 10° esporos.mL. A suspensio
de esporos foi obtida por raspagem com alca de niquel e cromo da cultura crescida e
esporulada com uma solucao estéril de Triton 0,1% e os esporos contados em camara de
Neubauer. As microalgas foram inoculadas com al¢adas (em torno de 5) da cultura crescida em
placa. A figura 3 mostra o meio de cultivo para os microrganismos usados para a remediagao

do soro do leite.

Figura 3 - Meio de manutengao para microalga Tetradesmus obliquus e para o fungo Cladosporium haloterans.

Fonte: Autora, 2024.
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4.3 Sistema de tratamento

O sistema de tratamento utilizado era constituido de frascos vitreos cilindricos Drechsel
de 500 mL (60 mm de didmetro externo), os quais simularam o comportamento de um reator
coluna de bolhas, e receberam 400 mL de volume util, com aeracdo continua em cada reator
(1,5 vvm). Quando necessario, o sistema contou com iluminagao artificial (Plafon LED 25W

6500K) de forma constante e com intensidade de 100 pmol fotons m™ s!, conforme a Figura 4.

Figura 4 - Sistema de tratamento.

Fonte: Autora, 2024.

4.4 Experimento

O desenvolvimento da parte experimental desse estudo foi realizado em 3 etapas:
processo de tratamento com os fungos isoladamente, com o co-cultivo microalga-fungo e sem
o fungo ou microalga para avaliagdo do processo como um controle, uma vez que o processo ¢

ndo axénico.
4.4.1 Tratamento avancado do soro do leite com pelos fungos filamentosos

Nessa etapa, avaliou-se a eficiéncia dos fungos filamentosos em cultivo tnico e para
isso, ocorreu a inoculagdo individual de cada fungo em reator tubular aerado. O processo de
remediacdo se desenrolou durante um periodo de 7 dias (168 horas), sendo as amostras

coletadas diariamente (a cada 24 horas).
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4.4.2 Tratamento avancado do soro do leite pelo consércio microalga-fungo

Nessa etapa, a hipotese que foi avaliada é que o consorcio entre a microalga e um fungo
filamentoso demonstraria maior eficacia na remediagao do efluente em comparacao aos cultivos
individuais. Cada reator recebeu a inoculacao de um fungo filamentoso distinto, bem como da
microalga Tetradesmus obliquus. O periodo de operagdo se estendeu ao longo de 7 dias com

coleta diaria de amostras para analise (a cada 24 horas).

4.4.3 Tratamento avancado do soro do leite exposto apenas aos contaminantes

exogenos (controle)

Por fim, para fins de comparacdo com as etapas anteriores, realizou-se o experimento
nas mesmas condi¢des, mas sem inocular os microrganismos, pois uma vez que o sistema nao
era axénico, havia a influéncia dos microrganismos exdgenos (contaminantes naturais). O
efluente do soro do leite foi submetido as mesmas condi¢des das etapas anteriores nos
biorreatores e recebeu a aera¢do necessaria. O sistema operou por 7 dias, e amostras foram
coletadas diariamente para andlise (a cada 24 horas). Os resultados dessa etapa foram

denominados de experimentos controle e incorporados aos resultados das etapas anteriores.
4.5 Caracterizacao fisico-quimica

A metodologia consistiu na caracterizacdo do efluente (soro do leite) utilizando os
parametros de demanda quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio total e fosforo total. Apds a
coleta das amostras, elas foram submetidas a uma centrifugagdo a 3500 rpm por 30 minutos
para separar a fase sélida (lodo microbiano) da fase liquida, onde os contaminantes foram
medidos. Para a determinacdo da DQO, as amostras passaram por filtros de PES
(polietersulfona) hidrofilico e de acetato de celulose de 0,45 e 0,22 um, respectivamente, com
o objetivo de eliminar eventuais sélidos que pudessem ndo ter sido removidos de forma

eficiente durante a centrifugacdo e que pudessem afetar a andlise.
4.5.1 Peso seco celular

Para determinar o peso seco celular, os solidos resultantes da centrifugacao das amostras
sao transferidos para capsulas previamente taradas. As capsulas com os solidos serdo secadas
em estufa a 60°C por 2 horas (ou até peso constante), resfriadas em dessecador e pesadas

novamente. O peso seco celular ¢ calculado pela diferenga entre a massa final da capsula com
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os solidos e a massa inicial da capsula (tara), dividido pelo volume da amostra tomado para

analise.

A férmula é: Peso seco celular (PS) (m9) = ¥ x 106 (1)
L 4

Onde: N = massa do residuo seco (massa da capsula como extrato seco menos a tara da capsula)
em g;

V = volume tomado da amostra, em mL.
4.5.2 Demanda quimica de oxigénio — DQO

Para determinar a Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) pelo Método de digestdo com
dicromato (APHA, AWWA, WEF, 2017). O procedimento consistiu na mistura de 2,5 mL das
amostras com 1,5 mL da solugdo de digestdo contendo dicromato de potassio e sulfato de
mercurio, em seguida ¢ adicionado 3,5 mL do reagente de 4cido sulfurico (sulfato de prata
diluido em &cido sulfurico). Em seguida, a mistura ¢ aquecida em um bloco digestor a 150°C
por 2 horas. Apos a digestdo, as amostras sdo resfriadas e submetidas a leituras de absorbancia
no espectrofotometro (Shimadzu, UVmini 1240) a 600 nm. Os valores de absorbancia obtidos

~ . \ ~ -1
sdo relacionados a concentragdo de DQO e expressos em mg O L.

Figura 5 - Curva padrio de DQO.
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Fonte: Autora, 2024.
A formula utilizada é:
DQO (m9) = FatorxAbsXxDiluigio )
L

Onde: Fator = Fator da curva padrao;
Abs = Valor da Absorbancia obtida em espectrofotdometro;

Diluigao = Dilui¢ao da amostra.
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4.5.3 Nitrogénio Total

Para determinar o Nitrogénio Total pelo método de Kjeldahl adaptado (APHA,
AWWA, WEF, 2017; TAL, 2005), 5 mL das amostras sdo digeridas em tubos de Kjeldahl
contendo 10 mL de acido sulfirico e 1g de mistura catalitica (sulfato de sodio, sulfato de
cobre e dioxido de selénio na proporcao 100:1:0,8), aquecendo-os até cerca de 310°C, em
bloco digestor (TECNAL, modelo TE0OO7 MP). Apos a digestao, os tubos sao resfriados, e ¢
adicionada dgua destilada e fenolftaleina. Em seguida, os tubos sdo acoplados ao destilador de
nitrogénio, e a amostra ¢ destilada. O destilado ¢ coletado em um erlenmeyer contendo acido
boérico e indicadores. O destilado ¢ titulado com 4acido cloridrico 0,001 N padronizado até o

aparecimento da coloragao rosada.

Calculo: Nitrogénio Total (%9) = VHCIXfxNx14000 3)

Onde: Viuci= Volume gasto na titulacdo com 4cido cloridrico;
f = Fator de corre¢do da solugdo de acido cloridrico;
N =Normalidade acido cloridrico;

V = Volume da amostra.

4.5.4 Fosforo total
Para determinacdo de fosforo total (solivel) foi utilizado o método do 4cido ascobico
(APHA, AWWA, WEF, 2017). Em tubos de ensaio foram adicionados 1 mL de agua
destilada, 1 mL da amostra previamente filtrada e 0,4 mL da solu¢do desenvolvedora de cor,
os tubos foram, entdo, tampados e foi esperado um periodo de 30 min, em seguida foram

realizadas as leituras em espectrofotometro a 706 nm (Shimadzu, UV-mini 1240).

Figura 6 - Curva padrao de fosforo total.
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Fonte: Autora, 2024.
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A férmula utilizada é: Fosforo Total (PO4°") (™) = fatorx AbsXDiluigio 4)
L

Onde:

Fator = Fator da curva padrao;

Abs = valor de absorbancia obtido no espectrofotometro;

Diluigao = Dilui¢ao da amostra.

A solucao desenvolvedora de cor foi formada pela fragao das solucdes dada a seguir e
possui estabilidade de 4 horas.

A =0,5; B=0,05; C=0,15; D=0,3.

Solugdo A: acido sulfurico 5 N;

Solugdo B: tartarato misto de antimonio e potdssio hemihidratato: 1,3715g de
K(SbO)C4H4056.1/2.H20 para 500 mL de dgua;

Solugdo C: mobilidato de amonio: 20g de (NH4)6M07024.4.H20 em 500mL de agua;

Solugdo D: acido ascorbico 0,01M, 0,44g para 100 mL de agua

4.5.5 Determinac¢ao do pH

Para a determinagdo de pH foi transferido uma aliquota da amostra para um Becker, e
levado ao pHmetro previamente aferido (tampdes pH 4,0 e pH 7,0), operando-o de acordo com

as instrugdes do manual do fabricante (TECNAL).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nessa secdo, os resultados serdo apresentados e discutidos, sendo incialmente
mostrados os obtidos a partir do uso dos fungos de forma isolada e em seguida, do consoércio
com a microalga. Os experimentos de controle foram realizados e incorporados aos resultados

das etapas precedentes.
5.1 Avaliacao do sistema de tratamento avancado pelo cultivo fiingico

O soro do leite possuia uma concentragdo de 1176,32 = 8,91 mg.L"! para a demanda
quimica de oxigénio, inicialmente. Durante o tratamento avangado com os fungos filamentosos,
houve uma reducdo significativa da demanda quimica de oxigénio (DQO) no soro do leite
conforme detalhado na Tabela 2. As diferencas nos percentuais de remogao estao relacionadas
as variagdes metabolicas e a adaptacao de cada microrganismo ao meio, conforme ilustrado na
Figura 7. E crucial ressaltar que, em contraste com o sistema de controle, todos os fungos
analisados apresentaram taxas de remogao superiores, enquanto o sistema de controle revelou
uma concentragao residual de DQO mais elevada.

Tabela 2 — Concentragao de DQO residual e Percentual de Remogao pelos fungos filamentosos

indigenas no cultivo individual e pelo sistema de controle.

Sistemas Concentracio residual de Percentual de Remoc¢ao

DQO (mg.L7) (%)

Cladosporium haloterans 305,80+ 1,1 74
Phythomyces sp. 550,00 + 0,1 53,24
Neurospora sp 255,20+ 1,1 78,31
Lecanicillium sp. 289,30 £ 2,7 75,41
Penicillium gravinicasei 297,00 £ 2,2 74,75
Controle 704,01 + 8,91 40,15

A Diretiva 91/271/CE estabelece o limite maximo permitido para o DQO residual de 120 mg.L".
Fonte: Autora, 2024.

A maioria dos fungos filamentosos demonstra uma capacidade limitada de assimilag@o
de lactose (Seiboth et al., 2007). No metabolismo fingico, dois caminhos principais estao
envolvidos no catabolismo da lactose. Um deles implica na secrecao de -galactosidase, que
promove a hidrolise da lactose no meio extracelular. Os mondmeros resultantes, glicose e

galactose, sdo entdo transportados para dentro das células por permeases especificas. O segundo
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caminho ocorre quando a lactose ¢ internalizada por permeases especificas e ¢
subsequentemente hidrolisada por B-galactosidase intracelularmente (Okamoto et al., 2019).

Diferente de outros fungos, os fungos filamentosos estudados foram isolados de um
sistema de tratamento anterior que usava o mesmo efluente, soro do leite. Por isso, eles possuem
uma boa capacidade de degradar esse composto e em razao disso € justificado as altas taxas de
remog¢ao apresentadas, com destaque para o Neurospora sp que demonstrou resultados
superiores em comparacao com os demais cultivos.

Esses resultados sdo coerentes com os apresentados por um estudo conduzido por
Hashemi et al. (2022), sobre a valorizagao de vinhaga e soro de leite para a producao de proteina
e biogas através de uma biorrefinaria utilizando o fungo Neurospora intermedia. Em que foi
possivel constatar uma remocao de 93,3% de DQO, partindo de valores iniciais no soro de leite
de 47,1 £2,1 g.L'!. Ao analisar os resultados desse estudo e outras descobertas pertinentes, ¢
evidente que a remoc¢do de DQO por fungos, especialmente o Neurospora sp, representa uma

estratégia promissora para o tratamento de efluentes e a valorizacao de residuos industriais.

Figura 7 - Desempenho da remediagao realizada pelo cultivo unico dos fungos filamentosos da remocéo de DQO

presente no soro do leite.
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Fonte: Autora, 2024.
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Para o fosforo total, as concentragdes iniciais encontradas foram 12,51 mg.L"! as quais
diminuiram significativamente apds o tratamento com os fungos filamentosos, como ilustrado
na Tabela 3. Esta reducdo substancial estd diretamente relacionada as diferentes capacidades
metabolicas de cada microrganismo, bem como a sua adaptacao ao ambiente. Em comparagao
com o sistema controle, ¢ possivel perceber que, assim como para DQO, todos os fungos

estudados apresentaram resultados superiores a ele, conforme evidenciado na Figura 8.

Tabela 3 — Concentracdo de FT residual e Percentual de Remocao pelos fungos filamentosos indigenas

no cultivo individual e pelo sistema de controle.

Sistemas Concentracio residual de Percentual de Remocao
FT (mg.L") (%)
Cladosporium haloterans 1,97 £ 0,01 84,31
Phythomyces sp. 2,43 £0,01 80,61
Neurospora sp 0,47 £0,01 96,26
Lecanicillium sp. 1,62 + 0,01 87,07
Penicillium gravinicasei 1,86 £ 0,01 85,12
Controle 8,53 +£ 0,01 32,01

A Diretiva 91/271/CE estabelece o limite maximo permitido para o FT residual de 2 mg.L".
Fonte: Autora, 2024.

Devi et al. (2020) isolou e identificou fungos filamentosos solubilizadores de fosfato na
regidio semidrida de Rajasthan, na India. Seis isolados flingicos foram encontrados e
identificados como pertencentes aos géneros Aspergillus spp. e Penicillium spp. Em seguida,
os isolados fungicos com eficiéncia destacada na solubilizagao de fosfato foram selecionados
com base em seu potencial em caldo contendo Ca3(PO4) insoltivel. Nesse estudo, observou-se
que Penicillium spp. demonstrou a maior eficiéncia na solubilizagdo do fosforo, reduzindo o

pH do meio de cultura e indicando uma maior producao de acidos organicos.
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Figura 8 — Desempenho da remediag@o realizada pelo cultivo tnico dos fungos filamentosos da remoc¢do de

fosforo total presente no soro do leite.
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Com relagdo ao nitrogénio total, as concentragdes iniciais encontradas no soro do leite
forma de 49,33 + 0,03 mg.L! , Ao empregar exclusivamente os fungos em tratamento
individual, foram observados valores residuais e percentuais de remog¢do de nitrogénio para
cada espécie fungica, conforme destacado na Tabela 4. Uma comparagao com os resultados do
sistema controle revela uma maior eficicia na remog¢ao de nitrogénio pelos fungos indigenas

em comparagdo aos microrganismos exogenos, conforme ilustrado na Figura 9.

Tabela 4 — Concentragdo de NT residual e Percentual de Remogéo pelos fungos filamentosos indigenas

no cultivo individual e pelo sistema de controle.

Sistemas Concentracao residual de Percentual de Remog¢ao
NT (mg.L") (%)

Cladosporium haloterans 6,86 + 0,343 72,24
Phythomyces sp. 7,0 £0,35 71,67
Neurospora sp. 5,88 £ 0,294 76,2
Lecanicillium sp. 7,42 +£ 0,371 69,97
Penicillium gravinicasei 7,42 +£ 0,371 69,97
Controle 27,99+ 1,4 43,34

A Diretiva 91/271/CE estabelece o limite maximo permitido para NT de 15 mg.L".
Fonte: Autora, 2024.
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Figura 9 — Desempenho da remediagéo realizada pelo cultivo tnico dos fungos filamentosos da remogdo de

nitrogénio total presente no soro do leite.
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De forma analoga aos resultados obtidos na presente pesquisa, Correa et al. (2023)
desenvolveram estudos utilizando como sistema de tratamento de efluentes lacteos um reator
de leito estruturado com aeracdo intermitente e agdes biologicas de fungos filamentosos do
género Trichoderma sp. juntamente com fungos do género Rhodotorula sp. durante trés fases
distintas e sequenciadas. Os mesmos constataram remog¢des de NT na ordem de 79,50% na fase
A (NT inicial de 32,2 + 5,9 mg-L-1), 72,54% na fase B (NT inicial de 56,8 = 15,5 mg-L-1) e
reducdo para 43,23% na fase C (NT inicial de 56,9 + 8,0 mg-L-1) tendo em vista o alcance da

fase de morte no crescimento microbiano do sistema e consequente redugdo das eficiéncias.
5.2 Avaliacio do sistema de tratamento avancado pelo consdrcio microalga-fungo

Para o sistema de consorcio microalga-fungo, foram obtidas concentragdes residuais
de DQO e os respectivos percentuais de remog¢ao, detalhados quantitativamente na Tabela 5 e

visualizados graficamente na Figura 10.



25

Tabela 5 — Concentracio de DQO residual e Percentual de Remogio pelos co-cultivos Tetradesmus

obliguus (T.0O.)-fungo filamentoso e pelo sistema de controle.

Sistemas Concentracao residual de Percentual de Remociao
DQO (mg.L™") (%)
Cladosporium haloterans + T.O. 48,40+ 1,1 95,89
Phythomyces sp. + T.O. 95,7+ 1,7 91,86
Neurospora sp. + T.O. 78,10 + 1,65 93,36
Lecanicillium sp. + T.O. 78,1 £ 1,65 93,36
Penicillium gravinicasei + T.O. 83,60+ 0,0 92,85
Controle 704,01 + 8,91 40,15%

A Diretiva 91/271/CE estabelece o limite maximo permitido para o DQO residual de 120 mg.L".
Fonte: Autora, 2024.

Os resultados obtidos pelo consércio microalga-fungo apresentaram uma significativa
superioridade em compara¢do com os sistemas de cultivo unico dos fungos e controle. Essa
maior remoc¢ao, quando comparado ao comportamento do sistema formado somente pelo fungo,
estd relacionada ao comportamento sinérgico entre esses dois microrganismos que permite um
maior crescimento da biomassa deles tornando o sistema de tratamento mais efetivo. Diversos
estudos tém investigado a co-cultura de microalgas com fungos e seu papel simbidtico na
biorremediagdo de aguas residuais. A interagdo entre microalgas e fungos € caracterizada pela
producdo de O2 pelas microalgas para a sintese de biomassa. Posteriormente, os fungos utilizam
0 Oy para a respiragao celular, resultando na decomposi¢do da matéria organica e na liberagao
de CO; necessario para a fotossintese microalgal, além da atuagdo de enzimas extracelulares
liberadas pelos fungos que permitem que as microalgas acessem uma quantidade maior de
poluentes na forma de moléculas menores e soluveis, facilitando a assimilagdo (Leng et al.,

2021).
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Figura 10- Desempenho da remediagao realizada pelo consorcio da microalga Tetradesmus obliquus com os

fungos filamentosos na remocao de DQO presente no soro do leite.
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Para o fosforo total, A Tabela 6 apresenta as concentragdes residuais € os respectivos
percentuais de remog¢ao para diferentes microrganismos do consorcio Tetradesmus obliquus-
fungo. Esses dados complementam a analise visual oferecida na Figura 11, oferecendo uma
visdo abrangente do desempenho de cada organismo no processo de remediagao.

Tabela 6 — Concentragio de FT residual e Percentual de Remogao pelos co-cultivos Tetradesmus

obliquus(T.0O.)-fungo filamentoso e pelo sistema de controle.

Sistemas Concentracao residual de Percentual de Remocio
FT (mg.L") (%)

Cladosporium haloterans + T.O. 0,09 £0,0 99,31
Phythomyces sp. + T.O. 0,72+ 0,1 94,23
Neurospora sp. + T.O. 0,31+0,0 97,52
Lecanicillium sp. + T.O. 0,62 + 0,01 95,04
Penicillium gravinicasei + T.O. 0,12+0,01 99,06
Controle 8,53 + 0,01 32,01

A Diretiva 91/271/CE estabelece o limite méximo permitido para o FT residual de 2 mg.L".
Fonte: Autora, 2024.

Quando comparada, a simbiose do fungo Neurospora sp com a Tetradesmus obliquus
alcancou teores de remog¢ao muito proximos tanto no consorcio quanto no cultivo individual do
proprio fungo. Entretanto, para os demais casos a utilizacdo do consorcio resultou em um
melhor resultado dentre os sistemas analisados, visto que o fosforo ¢ um macronutriente

essencial para promover o crescimento e divisdo celular da microalga e ¢ importante para a
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producao de componentes celulares como ATP que € necessario para a conversao do fosforo

em polifosfato (Yaakob et al., 2021).

Figura 11 - Desempenho da remediacéo realizada pelo consorcio da microalga Tetradesmus obliquus com 0s

fungos filamentosos na remoc¢ao de fosforo total presente no soro do leite.
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Os dados referentes aos valores residuais de nitrogénio e os percentuais de remogao para
cada microrganismo do consorcio Tetradesmus obliquus - fungo sdo detalhados na Tabela 7 e
visualizados graficamente na Figura 12.
Tabela 7 — Concentragdo de NT residual e Percentual de Remocao pelos co-cultivos Tetradesmus

obliquus(T.O.)-fungo filamentoso e pelo sistema de controle.

Sistemas Concentracio residual de Percentual de Remocao
NT (mg.L") (%)

Cladosporium haloterans + T.O. 2,87 £0,143 88,39
Phythomyces sp. + T.O. 3,5+0,175 85,84
Neurospora sp. + T.O. 2,87 £0,143 88,39
Lecanicillium sp. + T.O. 3,15+0,157 87,25
Penicillium gravinicasei + T.O. 3,29+0,164 86,69
Controle 2799+ 14 43,34

A Diretiva 91/271/CE estabelece o limite maximo permitido para NT de 15 mg.L".
Fonte: Autora, 2024.

O nitrogénio desempenha um papel crucial na produgdo de biomassa (Casa, 2022), e

sua remog¢ao no soro dos leite pelo consorcio € eficaz devido a interagdo entre as enzimas
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fingicas e a capacidade de metabolizacao da microalga. Isso destaca aimportancia da promogao

do crescimento da microalga para uma remogao eficiente do nitrogénio.

Figura 12 - Desempenho da remediacéo realizada pelo consorcio da microalga Tetradesmus obliquus com 0s

fungos filamentosos na remoc¢ao de nitrogénio total presente no soro do leite.
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Os resultados da caracterizagdo fisico-quimica revelam que a adi¢do de fungos ao soro
do leite promoveu uma melhoria na remoc¢do de nutrientes em comparacdo com o0s
microrganismos exogenos (sistema de controle). No entanto, € crucial ressaltar que a adi¢do da
microalga, formando o consoércio, resultou em uma melhoria ainda mais significativa do que a
observada com os fungos isoladamente. As vantagens sinérgicas das duas espécies foram
claramente evidenciadas, gragas a forte capacidade de secre¢do enzimdtica e a excelente
capacidade das células fungicas de se ligarem as células da microalga. Além disso, a notavel
capacidade de assimilag@o de substrato das células da microalga contribuiu significativamente
para a melhoria da eficiéncia na recuperagao de nutrientes no soro do leite (Wang, 2022). De
forma geral, podemos destacar o consorcio formado pela Tetradesmus obliqguus e o
Cladosporium haloterans que, comparado aos demais, apresentaram as menores concentragdoes
residuais para todos os poluentes estudados.

Assim como nesse estudo, outras pesquisas que utilizaram o consércio microalga-fungo
também alcancaram resultados expressivos na remog¢dao de DQO, NT e FT. Como em

Maneechote et al. (2023), que utilizaram o consércio entre a microalga Scenedesmus sp. € o

fungo Aspergillus tubingensis TSIP9, em forma de pellets revestidos com quitosana, no
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tratamento de efluentes secundarios estéreis (DQO: 3933 — 4917 mg.L!; NT: 728-218,4 mg.L"
' FT:15,1-50,1 mg.L™! ) e obtiveram percentuais de remocao de até 98,5%, 90,2% e 79,5% para
DQO, NT e FT, respectivamente. Ainda, em Shi et al. (2023) os autores utilizaram o consorcio
entre a microalga Chlorella sp. DT025 e um novo fungo Penicillium sp. AHP141 para realizar
o tratamento de 4guas residuais de matadouro (DQO: 5390, 76 mg.L™!; NT: 250 mg.L!; FT:
110 mg.L") e apés um periodo de detengdo hidraulica de 5 dias alcangaram percentuais de
remocao de 82,62% para DQO, 93,27% para NT e 44,91% para FT.

Em se tratando de adequacao do efluente tratado as regulamentagdes ambientais, temos
que de acordo com a Diretiva 91/271/CE (UNIAO EUROPEIA, 1991) os indices maximos
permitidos de lancamento de efluentes com teores de DQO, NT e FT sio de 125 mg.L!, 15
mg.L! e 2 mgL"!, respectivamente. Ao comparar esses padrdes de lancamento com os
resultados obtidos neste estudo, observa-se que o co-cultivo esta em plena conformidade com
esses padrdes regulatorios para todos os poluentes estudados, mostrando sua eficicia na

remogao da DQO e demais nutrientes.

5.3 Peso seco celular

Apos andlise dos resultados, € possivel perceber que a biomassa produzida pelos fungos
isolados foi significativamente menor em comparagdo com a obtida pela simbiose (Figura 13).
Por exemplo, no caso de Penicillium gravinicasei, a biomassa do consorcio foi de 861,764
mg.L!, enquanto a biomassa produzida somente pelo fungo foi de apenas 116,129 mg.L.
Observa-se que, Penicillium gravinicasei foi o fungo que menos produziu biomassa entre os
fungos, porém apresentou a maior quantidade de biomassa em consorcio. Esses resultados
ressaltam a importancia da intera¢do simbiotica na promog¢do do crescimento microbiano e

destacam o potencial da simbiose na producdo de biomassa.

Este fendmeno encontra respaldo na pesquisa conduzida por Salvatori et al. (2023), na
qual foi examinada a associacdo entre o fungo Penicillium citrinum e a microalga Galdieria
sulphuraria em culturas heterotréficas. Os estudiosos observaram que ambos os organismos
prosperam em maior medida quando estdo em coabitacdo, em comparacdo com culturas
separadas. Além disso, perceberam um incremento na densidade celular e no tamanho das
células da microalga em co-culturas. Anélises metabdlicas revelaram uma diversidade mais
abrangente de metabolitos extracelulares nas co-culturas, diferenciando-se de modo

significativo das culturas puras de cada organismo.



30

Figura 13 - Producdo méaxima de biomassa obtida apos 168 horas de tempo de detencao hidraulica.
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Ainda, ¢ possivel perceber que ao promover o co-cultivo entre a microalga Tetradesmus
obliquus e os fungos, além de se ter um crescimento expressivo de ambos, também ocorre a
captura da microalga pelos micélios fungicos que sdo formados e se aglomeram formando

pellets, como mostrado na Figura 14.

Figura 14 — Pellets formados a partir da biomassa microalga-fungo(A) e sua visdo microscopica de 100x (B).

Fonte: Autora, 2024.
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5.4 pH

O pH ¢ crucial para o crescimento de microalgas e fungos filamentosos. Microalgas
preferem pH entre 6,5 e 9,0, enquanto fungos filamentosos prosperam em pH entre 5,0 e 7,0.
(Mustafa et al., 2024; Yuan et al., 2019). Ao analisamos a figura 15, podemos perceber que
durante as fases iniciais de crescimento, o Penicillium gravinicasei utiliza o nitrogénio
disponivel no meio, convertendo-o em amonia como subproduto, o que resulta no aumento do
pH do ambiente. Entretanto, a medida que o fungo se desenvolve, a amonia presente no meio €
gradualmente consumida. Esse esgotamento de amdnia desencadeia uma mudanga metabolica
no fungo, levando a producdo de acidos como acido latico e acético, o que gradualmente
acidifica o ambiente ao longo do tempo (Aldarf; Amrane; Prigent, 2002).

Figura 15 - Comportamento do pH do meio na remediagao utilizando os fungos.
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No contexto deste estudo, o pH inicial do soro do leite foi registrado em 3,5, antes de
ser ajustado para 7,6. E interessante observar que as microalgas tém uma tendéncia a elevar o
pH, enquanto os fungos tendem a reduzi-lo. Antes da imobilizacao, o pH apresentou flutuagoes,
no entanto, apos a imobiliza¢do das microalgas nos fungos, permaneceu estavel até o término
do tratamento (Figura 16), conforme ressaltado por Talukdar e Barzee (2023). No estudo
conduzido por eles, as células de microalgas Haematococcus pluvialis foram colhidas e
imobilizadas de forma simultanea na matriz de hifas da cepa fungica Aspergillus awamori.
Além disso, os pesquisadores confirmaram a estabilidade do pH depois do processo de

imobiliza¢do das microalgas pelos fungos. Esse achado ¢ fundamental, pois a manutengdo do


https://www.sciencedirect.com/author/7003955640/abdeltif-amrane
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pH estavel € crucial para garantir um ambiente propicio para o crescimento e metabolismo das

microalgas.

Figura 16 - Controle de pH do consoércio fungos-microalga.
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Como ¢ possivel observar os sistemas iniciaram em pH proximos e ao final do
tratamento os valores se assemelham e ficam entre 7 e 8. De acordo a Resolugio CONAMA
430/2011 o pH deve estar entre 5,0 e 9,0 para que possa ser feito o langamento do efluente nos
corpos hidricos, desse modo, o tratamento utilizando tanto pelos fungos quanto o consorcio se
mostraram eficazes sem necessidade de recorrer a ajustes posteriores para controle desse

parametro.
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6 CONCLUSOES

Com o estudo realizado, foi possivel observar a capacidade de adaptagdo e eficiéncia de
remediacdo dos fungos indigenas no tratamento avangado do soro do leite, principalmente
quando em consorcio com a microalga. Ressalta-se que o co-cultivo da microalga com qualquer
um dos fungos avaliados resultou em um efluente tratado que se adequava aos limites de
langamento dos o6rgdos ambientais, em especial a legislagdo Europeia, destacando-se o
consorcio formado por Tetradesmus obliquus e o Cladosporium haloterans, que apresentou as
menores concentragdes residuais para todos os contaminantes estudados.

Ainda, a cooperagdo entre microalga e os fungos filamentosos resultou em um aumento
significativo da produgdo de biomassa, melhorando a eficiéncia no tratamento e recuperacgao de
nutrientes, além de uma maior estabilizacdo do pH. Em suma, esses achados ressaltam a
importancia da interagdo simbidtica para maximizar os beneficios ambientais e oferecem uma

alternativa sustentavel para enfrentar os desafios da poluigdo e tratamento de residuos.
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