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RESUMO

O soro do leite € um residuo da producdo de queijo, contendo alta carga organica e produzido
em grande quantidade, possuindo assim um alto potencial poluidor. Uma das maneiras de
diminuir a carga organica e outros componentes poluentes do soro do leite € por meio do
tratamento biologico, em que se utilizam microrganismos capazes de degradar as substancias
toxicas presentes no meio. Entretanto, para um processo eficiente é imprescindivel o
conhecimento de como as condigfes do processo podem afetar a capacidade de remediacao
destes seres microscopicos. Desse modo, 0 objetivo deste estudo é avaliar a influéncia da carga
organica, intensidade luminosa, aeracdo e pH aplicada no tratamento do soro do leite utilizando
0 consorcio da microalga Tetradesmus obliquus e do fungo filamentoso Cladosporium
haloterans em reator tubular de coluna de bolhas. O design experimental utilizou o
planejamento composto central utilizando 3 fatores em 3 niveis, com a carga organica,
representada pela Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) de 1200, 2100 e 3000 mg.L?, uma
intensidade luminosade 50, 100 e 150 pmol.m?.s™ e taxa de aeracgéo de 1,5, 2 e 2,5 vvm.
Modelos matemaéticos foram obtidos para o tratamento biol6gico de soro do leite durante 7 dias
de tratamento com R2 de 0,83 para DQO residual, de 0,88 para Fosforo Total (FT) residual e de
0,90 para Nitrogénio Total (NT) residual, além disso, o ponto 6timo encontrado foi de 1200
mg.L ™ de DQO, intensidade luminosa de 130 umol.m2.s e aeracio de 1,8 vwvm. Os modelos
matematicos calculados para o tratamento de 4 dias tiveram R2 ajustado ndo satisfatérios para
DQO e FT residual, em razdo da falta de ajuste dos modelos matematicos e pelo alto ruido dos
dados, ocasionados pela instabilidade do sistema durante a variacdo de pH ocasionada pelo
crescimento fangico, enquanto o NT residual apresentou um R2 satisfatorio. Por fim, a
validacdo dos modelos foi realizada, porém um problema na fonte de aera¢cdo causou impactos
nos Gltimos dias de tratamento, apesar disso o0s resultados residuais obtidos foram de acordo
com algumas normas e legislacdes de descarte de efluentes, principalmente para o tratamento
de duracdo de 7 dias. Uma nova validacdo é necessaria para confirmar a confiabilidade dos

modelos matematicos encontrados no estudo.

Palavras-chave: Efluente de laticinios; Tratamento biolégico; Planejamento Composto

Central; Validacdo; Normas ambientais.



ABSTRACT

Whey is a residue from cheese production, containing a high organic load and produced in large
quantities, thus having a high polluting potential. One way to reduce the organic load and other
polluting components of whey is through biological treatment, in which microorganisms
capable of degrading toxic substances present in the environment are used. However, for an
efficient process, it is essential to know how the process conditions can affect the remediation
capacity of these microscopic beings. Thus, the objective of this study is to evaluate the
influence of the organic load, light intensity, aeration and pH applied in the treatment of whey
using the consortium of the microalgae Tetradesmus obliquus and the filamentous fungus
Cladosporium haloterans in a tubular bubble column reactor. The experimental design used
central composite planning using 3 factors at 3 levels, with Chemical Oxygen Demand (COD)
of 1200, 2100 and 3000 mg.L™%, light intensity of 50, 100 and 150 pmol.m s and aeration rate
of 1.5, 2 and 2.5 vvm. Mathematical models were obtained for the biological treatment of whey
during 7 days of treatment with R2 of 0.83 for residual COD, 0.88 for residual Total Phosphorus
(TF) and 0.90 for residual Total Nitrogen (TN). In addition, the optimum point found was 1200
mg.L* of COD, light intensity of 130 umol.m * s and aeration of 1.8 vvm. The mathematical
models calculated for the 4-day treatment had unsatisfactory adjusted R? for COD and residual
FT, due to the lack of adjustment of the mathematical models and the high noise of the data,
caused by the instability of the system during the pH variation caused by fungal growth, while
the residual NT presented a satisfactory R2. Finally, the validation of the models was performed,
but a problem in the aeration source caused impacts in the last days of treatment, despite this,
the residual results obtained were in accordance with some standards and legislation for effluent
disposal, mainly for the 7-day treatment. A new validation is necessary to confirm the reliability

of the mathematical models found in the study.

Keywords: Dairy effluent; Biological treatment; Central Composite Planning; Validation;

Environmental standards.
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1. INTRODUCAO

A fabricacdo de produtos lacteos é um ramo da inddstria alimenticia focada na
fermentacdo do leite in natura para obter leite em pd, queijo, manteiga, iogurte, entre outros.
Esses produtos apresentam aspectos importantes para a dieta humana por possuirem
carboidratos, proteinas, minerais e outros componentes com alto valor nutricional (Garcia-
Burgos et al., 2020; Tabelini et al., 2023). Ainda, segundo dados da Compainha Nacional de
Abastecimento (CONAB), o Brasil faz parte dos principais produtores de leite mundiais, tendo
uma producdo anual estimada em 35 bilhdes de litros. A inddstria leiteira € uma importante
fonte de renda e de geragéo de empregos em todo o mundo, principalmente no Brasil, onde esta
atividade estd presente em quase todos os estados do pais (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria - EMBRAPA, 2024).

No entanto, a industria de laticinios ao fermentar o leite gera residuos liquidos com
grande potencial poluidor. Algumas pesquisas mostraram que o efluente produzido em maior
quantidade é o soro do leite, proveniente da fabricacdo de queijo. Para cada 1 kg de queijo
produzido sdo produzidos 9 litros de soro do leite, este possui em sua composic¢ao diversos
compostos organicos e inorganicos que caso descartados em corpos de dgua sem o tratamento
adequado pode causar danos ao meio ambiente (Bintsis; Papademas, 2023; De Almeida;
Mockaitis; Weissbrodt, 2021).

Uma maneira eficiente de tratar o soro do leite é através do tratamento biolégico, uma
metodologia mais econdmica e ecoldgica quando comparada com 0s métodos quimicos e
fisicos. Utilizando o co-cultivo de microrganismos é possivel obter resultados mais satisfatorios
na remocao de poluentes, gracas a relacdo simbidtica que estes seres possuem entre si, um
exemplo é a troca gasosa realizada pelos fungos filamentosos heterotréficos (absorvem O>) e
das microalgas fotossintetizantes (liberam O2), além destes ha outros mecanimos que tornam a
bioremediag¢do em consorcio o processo mais eficaz, como a diminuicdo de compostos maiores
por fungos filamentosos tornando possivel a utilizacdo destes pelas microalgas, e gerando um
lodo com potencialidade para diversos bioprocessos como biofertilizante, biocombustiveis
entre outros (Satpati et al., 2023; Chu et al., 2021).

Visando obter o sucesso do tratamento bioldgico de efluentes é necessario estudar
algumas variaveis do processo, como o0 pH, intensidade luminosa, taxa de aeracdo e carga
organica do efluente, que influenciam o metabolismo dos microrganismos, e consequentemente
na remocgédo de poluentes. Isto pode ser realizado por meio de um Planejamento Composto

Central (PCC), que consiste em um planejamento experimental utilizado para avaliar como as
11



variaveis de entrada afetam a resposta de um processo, com um menor numero de experimentos
(Schiefer; Schiefer 2021; Zheng et al., 2024).

Além disso, o planejamento composto central possibilita a obtencdo de modelos
matematicos e graficos/superficies que permitem o melhor entendimento de como as variaveis
de entrada afetam as respostas do processo. Assim, é possivel encontrar o ponto 6timo de
operacéo e otimizar o processo, auxiliando entdo no desenvolvimento da escala piloto para a
industrial, sem exceder os recursos disponiveis para a experimentacdo (Alizadeh; Alle; Mistree,
2020).

O presente estudo se propde a avaliar alguns fatores ambientais e nutricionais aplicados
no processo de tratamento de efluente de laticinio, por meio de um planejamento composto
central O processo bioldgico serd conduzido em um reator empregando um consércio de
microrganismos. Essa abordagem busca aprimorar a compreensao do processo, otimizar as

condigdes de cultivo e aumentar a eficiéncia do tratamento.

12



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da carga organica do efluente, intensidade luminosa e taxa de
aeracdo aplicada no tratamento do soro do leite utilizando o consorcio da microalga
Tetradesmus obliquus e do fungo filamentoso Cladosporium halotolerans em reator tubular de

coluna de bolhas, por meio de planejamento composto central.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar o efluente soro do leite utilizado no estudo;

e Estudar a simbiose microalga-fungo aplicada em diferentes condic¢des de co-cultivo
previamente estabelecidos pelo planejamento composto central,

e Quantificar os contaminantes residuais do soro do leite, sendo eles Demanda Quimica
de Oxigénio (DQO), Nitrogénio Total (NT) e Fosforo Total (FT);

e Analisar como a concentracdo de efluente, intensidade luminosa, taxa de aeracéo e pH

impactam na eficiéncia do tratamento biologico do soro do leite.

13



3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Industria do leite

O setor alimenticio responsavel pela producdo de produtos lacteos é a inddstria de
laticinios, focada na fermentacdo da matéria-prima para obter iogurte, manteiga, queijo, leite
em po, entre outros. Estes produtos possuem alto valor nutricional dada sua composi¢do de
carboidratos, lipideos, proteinas, vitaminas e minerais que sao de extrema importancia para uma
alimentacdo saudavel. Também auxiliam na microbiota intestinal e possuem efeitos
antialérgicos e antioxidantes (Garcia-Burgos et al., 2020; Pires et al., 2021; Stasinakis;
Charalambous; Vyrides, 2022).

As etapas de producéo de laticinios englobam o recebimento e armazenamento do leite
in natura, caracterizacdo fisico-quimica, seguida de filtracdo, clarificacdo, padronizacéo,
tratamento térmico, engarrafamento, armazenamento e refrigeracdo. Este processo gera
residuos com alta concentracdo de compostos organicos e inorganicos que causam impactos
ambientais negativos, caso descartados sem o tratamento adequado (Tabelini et al., 2023;
Garcia-Burgos et al., 2020; Pires et al., 2021; Ahmad et al., 2019). A Figura 1 representa o

processamento de leite e seus derivados.

Figura 1 - Fluxograma da produc&o de leite e seus derivados

Agua para saneamento e
g limpeza de cquipamentos :
; I
x Armazenamento e L
Clarificagio Fermentagio . . Queijo
Refrigeracio X
i Manteiga
Armazenamento Pasteurizacio Empacotamento Leite em pé
Leite
i condensado

A

Y V— i

Fonte: Adaptado de Bella e Rao (2023).

A industria do leite traz beneficios para a economia dos paises produtores por ter um
alto rendimento e gerar empregos. Sua demanda tém se mantido em constante ascencao nas
ultimas décadas e por isso € esperado que a producdo mundial de leite se mantenha em
crescimento pelos proximos anos. Atualmente, alguns paises se destacam na producdo de
laticinios, seja para consumo interno ou exportacdo, como também na geracdo de residuos

ligados a fabricacdo destes produtos (Adesogan; Dahl, 2020).
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3.1.1 Producéo de laticinios no Brasil e no mundo

No cenério global, é esperado que a producdo de leite atinja 997 milhGes de toneladas
até o ano de 2029. Para 0 ano de 2023, houve um aumento de 0,05% em relacdo ao ano anterior,
com maior crescimento na Asia, China e india. A india é o maior produtor mundial de leite com
aumento na producéo de 2,1% no ano de 2022. A Uniéo Europeia (UE) ocupa a segunda posi¢édo
no ranking de maiores produtores de leite com uma producgéo de 155 milhdes de toneladas ao
ano. Em 2020, haviam cerca de 20 milhdes de vacas na UE, produzindo em média 7300 kg de
leite por cabeca (OCDE/FAOQ, 2023).

A UE é um dos maiores exportadores de leite em p6 e queijo. Segundo a Eurostat, a
quantidade de queijo exportada pela UE foi de 1,383 mmt (milhGes de toneladas métricas) no
ano de 2023. Todavia, a producéo de laticinios na UE esta transitando para uma fabricacdo mais
ambientalmente sustentavel, dada a alta quantidade de efluentes liberados pelos métodos
tradicionais (OCDE/FAO, 2023).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de leite, produzindo cerca de 35 bilhdes
de litros ao ano. Especialistas acreditam que a producédo de leite no Brasil tende a alavancar
ainda mais apo6s o Decreto 11.732/2023 que limita a importacdo do produto, com vigor em
janeiro de 2024 (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria - EMBRAPA, 2023). Segundo
dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a quantidade de leite cru
industrializado no Brasil foi de 5.389.682 litros no segundo trimestre de 2022 e de 5.765.182
litros no mesmo periodo de 2023, isso demonstra o crescimento produtivo anual deste setor e a
importancia econémica da industria de laticinios no pais.

Em relacéo a geografia da producdo de leite e derivados, as regides sul e sudeste do pais
sdo responsaveis por 68% dos laticinios brasileiros, sendo o estado de Minas Gerais, conhecido
pela fabricacdo de diversos tipos de queijo, 0 maior produtor de leite brasileiro, apresentando
uma producdo de cerca de 514 mil no primeiro trimestre de 2024. Mais ainda, dados mostram
que a produtividade leiteira da regido nordeste o torna um candidato para a expansdo do
agronegocio leiteiro, com destaque para os estados de Pernambuco, Sergipe e Alagoas (IBGE,
2024; EMBRAPA, 2023; EMBRAPA, 2020).

Vale ressaltar que a exportacéo brasileira de leite apresenta crescimento constante desde
0 ano de 2018, ao comercializar 6,8 mil toneladas para 0 mercado internacional, enquanto em
2022, este valor foi cerca de 22 mil toneladas. Além disso, esteve no seu auge nos anos de
2014/2015, tendo como enfoque a exportagdo de queijos (3,4 mil t), leite em pd (11,9 mil t) e
leite condensado (16,7 mil t). Adicionalmente, o Brasil € um importador de laticinios, com 0s
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principais fornecedores, sendo o Uruguai e a Argentina. Este comercio custou em média US$
576,9 milhdes anualmente pelos tltimos 10 anos, principalmente de leite em pé que representou
58% dos gastos (EMBRAPA, 2023; USDA, 2023).

3.1.2 Efluentes produzidos pela indUstria de laticinios

O aumento da demanda global de leite e seus derivados resulta em uma maior geracao
de residuos provenientes da fermentacdo do leite, producdo dos subprodutos e da limpeza de
equipamentos e utensilios usados para a fabricacdo e embalagem dos produtos. Caso
descartados sem o tratamento adequado, podem causar danos a estrutura do solo e a morte de
animais aquaticos (Ahmad et al., 2019; Rao, 2023).

O estudo de Stasinakis, Charalambous e Vyrides (2022) analisou a quantidade de
efluentes gerados durante a producdo dos principais produtos lacteos na Unido Europeia,
importante produtor mundial. Notou-se que a maioria das &guas residuais provém da producéo
de queijos (49%), sequido pela producdo de leite (19%), leite fermentado (18%) e manteiga

(13%), como mostra a Figura 2.

Figura 2 - Estimativa do volume de efluentes produzidos pela indUstria laticinios na UE no ano de
2019. Valores expressados em 1000 m3.

E Queijo = Leite acidificado = Leite Manteiga

Fonte: Adaptado de Stasinakis; Charalambous; Vyrides (2022).

A presenca de efluentes da industria de laticinios nos corpos hidricos aumentam a
concentracdo de carga organica, nitrogénio e de fésforo, tornando o ambiente mais propicio
para a o crescimento de algas e bactérias. Estes microrganismos consomem o oxigénio presente
na agua, ocasionando a morte gradual dos animais aquaticos. Ademais, 0 aumento de algas nos
corpos hidricos dificulta a penetracéo da luz solar, reduzindo a fotossintese realizada por outras
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plantas aquaticas e diminuindo ainda mais a quantidade de oxigénio dissolvido. A concentracdo
de sélidos suspensos também limita a penetracdo da luz solar (Ahmad et al. 2019).

Os corpos hidricos que recebem efluentes lacteos ndo tratados apresentam odor
desagradavel e se tornam ambientes adequados para a proliferacdo de moscas e mosquitos
transmissores de doengas perigosas como malaria, dengue, chikungunya e febre amarela. A cor
e a turbidez das aguas também sao alteradas por estes residuos (Ahmad et al., 2019; Raghunath
et al.,2016).

Especificamentente, o nitrogénio presente nesse tipo de efluente pode ser convertido por
bactérias em ions nitrato que sdo toxicos para seres humanos e animais. Estes ions ao entrar na
corrente sanguinea causam a metemoglobinemia. Neste caso, a hemoglobina é convertida em
metahemoglobina que é incapaz de transportar oxigénio. Geralmente, afeta criangas com menos
de seis meses de idade, pois elas ainda ndo possuem a enzima capaz de reverter a
metahemoglobina em hemoglobina. Da mesma forma, pode atingir o gado. Além disso, os ions
nitrato, ao entrar em contato com o solo, podem infiltrar-se até alcancarem as aguas
subterraneas, contaminando-as. (Ahmad et al., 2019; Raghunath et al., 2016).

De maneira geral, as principais caracteristicas fisico-quimicas dos efluentes incluem pH,
carga organica, nitrogénio e fosforo. A carga organica é frequentemente avaliada por meio da
Demanda Bioldgica de Oxigénio (DBO), que em residuos ndo tratados geralmente varia entre
0,8 2,5 kg.t''. J4 a Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) costuma ser aproximadamente 1,5
vezes maior que a DBO. Além disso, a quantidade de nitrogénio pode corresponder a cerca de
6% da DBO presente no efluente. (Sathya et al., 2022; Ahmad et al., 2019).

A DQO em aguas residuais lacteas geralmente varia entre 80 e 95.000 mg.L.™!, podendo
ser ainda maior, enquanto a DBO oscila entre 40 e 48.000 mg.L*. O fosforo esta presente em
concentragoes de 10 a 100 mg.L™!, podendo ser encontrado tanto na forma orgénica quanto
como ortofosfato (PO4+*") e polifosfato (P-0+*"). O pH dessas dguas residuais varia de 4,7 a 7,7,
e a concentracdo de sélidos suspensos situa-se entre 100 e 1.000 mg.L™'. O nitrogénio pode
estar presente na forma organica ou como os ions amonio (NHa4"), nitrito (NO2") e nitrato
(NOs"). Por fim, a lactose ¢é o principal carboidrato encontrado. (Ahmad et al., 2019; Goli et al.,
2019).

Elementos como manganés (Mn), ferro (Fe), cobaldo (Co), niquel (Ni), célcio (Ca),
potassio (K) e soédio (Na), também s&o encontrados nos efluentes lacteos. Sendo as

concentragdes mais altas de Na um indicador do uso de produtos de limpeza alcalinos durante
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a lavagem dos equipamentos (Goli et al., 2019). Na Tabela 1, as caracteristicas do efluente de
acordo com o produto final é ilustrada.

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas dos efluentes da industria do leite.

Tipo de pH DBO (mg.L?) DQO (mg.L™Y) Fdsforo Nitrogénio
residuo lacteo (mg.Lh) (mg.L?)
55-7,5 350-600 1500-3000 NI NI
6,5* 530* 790* NI NI
Efluente de
. 6,74* 860* 6300* 21* 98 (TN)
laticinios crus
6,5-6,7 11000-11100 13050-13060 12,63-13,93 68-70 (TKN)
4-11 1200-5000 2000-8000 20-104 39-141 (TKN)
6,12 NI 9321* 228* 810 (TKN)
Processamento —¢5113 5655722 785-7619 NI NI
de queijo 4.45% NI 65700* 53+ 420 (TN)*
6,96* NI 4935* NI NI
Aguas
4,2-9,79 NI 7312-10418 32-43 154-165 (TKN)
residuals de ——g o 2450* 5200* 14 60 (TKN)*
sorvete

Fonte: Adaptado de Bella e Rao (2023).
*0Os dados relatados séo valores médios.
NI: N&o Informado;
NT: Nitrogénio Total,
NKT: nitrogénio de Kjeldahl total (combinacdo da amdnia e do nitrogénio organico).

Com excecdo do soro do leite, residuo oriundo da producdo de queijo, que apresenta
uma cor verde-amarelado, os efluentes lacteos s@o brancos e turvos. Possuem odor desagradavel
e temperaturas mais altas que as dguas residuais municipais (10-20°C) de 17 a 25°C. No inverno,
podem atingem temperaturas entre 17 e 18°C. No verdo chegam a medir entre 22 e 25°C. Devido
as temperaturas elevadas, a biodegradacdo de substancias toxicas em efluentes lacteos ocorre

mais rapidamente do que em efluentes municipais. (Ahmad et al.,2019; Slavov, 2017).
3.1.3 Soro do leite

O soro do leite corresponde a parte liquida de coloragdo amarelo-esverdeada produzida
na coagulacdo do leite para fabricacdo de queijo. Para produzir 1 kg de queijo € requerido 10
litros de leite, deste 9 litros s&o convertidos em soro do leite. Devido a isso, € considerado 0
efluente mais produzido em volume da industria de laticinios (Bintsis; Papademas, 2023).
Esse residuo possui uma composicdo rica em carga organica, 0 que pode causar
impactos ambientais negativos, como a eutrofizagdo, caso seja descartado sem as devidas
medidas mitigatorias (De Almeida; Mockaitis; Weissbrodt, 2021). Este residuo pode ser um
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soro doce (pH > 6) ou um soro acido (pH<5,8) a depender do tipo de queijo produzido. O soro
do leite &cido também pode ser obtido na producdo de iogurtes coados, iogurtes gregos e na
producdo de caseina (Estikomah, Susilowati, Muhammad, 2021; Bintsis; Papademas, 2023). A

composicao dos tipos de soro do leite sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Composicdo dos tipos de soro do leite.

Tipo Proteina Lactose Minerais pH
(gL (gL (gL
Soro do leite Doce 6-10 46-52 2,5-4,7 5,6-7
Soro do leite &cido 6-8 44-46 4,3-7,2 4,3<5,6

Fonte: Adaptado de Buchanan et al. (2023).

Comumente, a DQO do soro do leite varia entre 60.000 e 105.000 mg.L™!, enquanto a
DBO ¢ de aproximadamente 50.000 mg.L™', podendo apresentar variacdes para mais ou para
menos. Ainda, o soro do leite contém sélidos suspensos, minerais, proteinas e vitaminas,
incluindo de 55% a 75% de vitamina B6 e de 40% a 70% de vitamina B12. Também estdo
presentes riboflavina, biotina, acido nicotinico, acido félico e acido ascorbico. Sua composicdo
proteica ¢ especialmente rica, sendo composta principalmente por B-lactoglobulina, a-
lactoalbumina, imunoglobulina, albumina sérica, lactoferrina, lactoperoxidase, protease-
peptona e glicomacropeptideo. (Ledn-Ldpez et al., 2022; Akansha et al., 2020; Krishna et al.,
2022). As caracteristicas do soro do leite podem ser influenciadas ndo s6 pelo tipo de queijo
fabricado, mas também por fatores relacionados a fonte do leite.

Nazos et al. (2023), caracterizou amostras de soro do leite provenientes da producéo de
queijo utilizando leite de cabra e de ovelha. A primeira amostra foi obtida da producéo de queijo
amarelo, similar ao queijo de graviera, e de queijo feta, um tipo de queijo branco. De igual
modo, o0 soro do leite proveniente da producdo de queijo mizithra e queijo ant6tiro também foi
analisado. A amostra 1 apresentou uma DBO média entre 36,7 e 37,5 g.L%, uma DQO de 84,4
e 94,1 g.L e pH de 6,6. O soro de leite de mizithra, apresentou DBO média de 29,6 e 33 g.L ™,
DQO de 68 e 74,7 g.L* e pH de 6,3. Para 0 soro de queijo antétiro, se obteve uma faixa de 26
a31,6 g.L " para DBO, 65,3 a 72,3 g.L* para DQO e pH de 6,1. A Tabela 3, mostra exemplos
de diferentes composicGes de soro do leite a depender do tipo de queijo produzido e de sua

origem.
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Tabela 3 - Composicéo fisico-quimica do soro de leite de diferentes tipos de queijo e origens distintas em

Origem pH Gordur(\gloog'Lactose Proteina  Sdlidos totais
Bufalo NI 0,50 4,90 0,73 6,50
Vaca (de Feta) 6,3 0,25 4,72 0,82 6,32
Vaca (de Graviera) 6,3 0,60 4,90 0,90 6,90
Vaca (de Cottage) 4,6 0,04 4,90 0,75 5,50
Ovelha (de Graviera) 6,3 1,26 5,27 1,52 8,74
Ovelha (de Kefalotyri) 6,2 0,70 4,99 1,41 7,48

NI: N&o informado. Fonte: Adaptado de Bintsis e Papademas, (2023).

Por possuir uma composi¢do bastante nutritiva, o soro do leite é ocasionalmente
utilizado na alimentagdo animal, porém, por conta da sua capacidade de acidificacao e alto teor
de lactose pode causar danos a saude digestiva do animal. O soro do leite também pode ser
reprocessado para geracdo de produtos secundarios como a ricota e o requeijao, entretanto, isto
acarreta na geracao de residuos com grande potencial poluidor (Buchanan et al., 2023; Sar et
al., 2022).

3.1.3 Métodos de tratamento do soro do leite

O tratamento dos efluentes laticos é dividido em trés etapas. O tratamento primario visa
a remocdo dos solidos suspensos, Gleos e gorduras através da sedimentacdo por meio de
processos fisicos ou fisico-quimicos. Nesta etapa, o efluente passa por processos como
gradeamento, decantacao, flotacdo, separacdo de 6leo e neutralizacdo. Substancias coagulantes
sdo adicionadas ao efluente buscando uma melhor eficiéncia do processo (Soares; Quitério;
Vendramel, 2018; Nunes et al., 2021).

O tratamento secundario remove matéria organica dissolvida e o0s nutrientes,
usualmente, por meio de tratamentos bioldgicos. Nesta fase, a corrente de saida do tratamento
primario entra em contato com microrganismos, que degradam o0s contaminantes organicos e
inorganicos por meio de processos aerobios (presenca de oxigénio) ou anaerobios (auséncia de
oxigénio), utilizando tecnologias como lodos ativados, filtros bioldgicos e lagoas aeradas. A
combinacdo desses métodos também pode ser empregada (Soares; Quitério; Vendramel, 2018;
Nunes et al., 2021).

O ultimo estagio consiste no polimento do efluente tratado. O objetivo dele é remover
ainda mais as substancias poluentes contidas no efluente como nitrato, fosfato, aménia e

carbonatos. Normalmente, utilizam tratamentos fisico-quimicos de adsorcdo, quimissorcao,
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fississorcdo e osmose reversa (Soares; Quitério; Vendramel, 2018; Nunes et al., 2021).
Contudo, esta etapa raramente é aplicada por exigir um alto investimento financeiro pelos
métodos usualmente aplicados (Nunes et al., 2021).

O tratamento bioldgico pode ser aplicado tanto na etapa secundaria quanto na terciaria.
Embora dependa de fatores ambientais para atingir uma boa eficécia, é considerado mais
vantajoso do que os tratamentos quimicos, que exigem materiais caros e uma etapa adicional
de alto custo e consumo de energia para remover compostos quimicos que podem impactar
negativamente o meio ambiente (Krishna et al., 2022; Kaur, 2021; Patel; Joun; Sim, 2020). Na

Figura 3, temos um resumo de todos os metodos de tratamento do efluente da indUstria do leite.

Figura 3- Métodos de tratamento de efluentes lacteos.
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Fonte: Adaptado de Krishna et al. (2022).

Para tratar aguas residuais de lacteos, Custodio et al., (2022) utilizou um consércio de
bactérias em uma combinacdo do tratamento anaerdbio e aerdbio. Ja Schagerl et al., (2022) ao
mitigar aguas residuais de laticinios e Marazzi et al., (2022) ao tratar o soro do leite, optaram
por utilizar microalgas por meio de um tratamento aerébio em um reator de coluna de bolhas,
sendo o primeiro utilizando apenas uma espécie de microalga, enquanto o outro optou por um
consarcio de populagdes. Os fungos filamentosos também s&o aplicados para o tratamendo de
efluentes lacteos, como constatado em Ferreira et al., (2021) por meio de uma digestdo
anaerdbia granular.

N&o s0 isso, 0s microrganismos podem ser nativos do meio (indigenas) ou exdgenos.
As cepas indigenas e 0 seu consorcio sdo promissoras como agentes remediadores por serem
naturalmente adaptadas aos estresses causados pela concentracdo de poluentes/compostos
toxicos (Khan et al., 2019; Patel et al., 2023). Portanto, Palanivel; Pracejus; Novo et al (2023)
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e Zahan et al (2022) estudaram efluentes metais pesados e outros tipos de efluentes industriais,
0s quais foram tratados com fungos nativos, resultando em resultados positivos.

Vaishnavi, Thamaraiselvi e Vasanthy (2019) constataram que a remoc¢éo de poluentes
de curtume com o consércio de microrganismos indigenas foi maior que as monoculturas.
Taluskdar et al. (2020) também concluiram que o consoércio de espécies indigenas para a
remocdo de metais pesados de aguas residuais é mais eficiente.

Para o tratamendo do soro do leite, a aplicacdo de microbiota indigena para a remog¢ao
de poluentes foi relatada por Ralajaksmi et al. (2023) ao mitigar 4guas residuais da producgéo
de queijo. Os agentes remediadores foram isolados do efluente de queijo, e em seguida,
identificados, para entdo serem usados na reducdo dos valores de DQO, soélidos totais e
descoloracdo do residuo. Os resultados foram encorajadores.

A eficiéncia de remocdo durante os métodos bioldgicos esta relacionada com o
metabolismo celular dos microrganismos, que sdo afetados por alguns aspectos ligados
condi¢cdes ambientais do processo como temperatura, intensidade luminosa, pH, aeracéo e
agitacdo (Dasgupta et al., 2024; Chilakamarry et al., 2022; Patel; Joun; Sim, 2020). Em virtude
disso, é imprescindivel o conhecimento das caracteristicas bioldgicas das cepas selecionadas

para sua correta aplicacdo e consequentemente uma alta remocéo de poluentes.

3.2 Caracteristicas bioldgicas das microalgas e dos fungos filamentosos

As microalgas sdo microrganismos pertencentes ao reino protoctista. Elas sdo seres
fotossintetizantes, eucariéticos e unicelulares, e geralmente possuem estilo de vida aquatico em
aguas marinhas, doces ou residuais. Através do seu metabolismo celular sdo capazes de
transformar carbono inorganico em biomassa e consumir nitrogénio e fésforo. Possuem a
capacidade de se adaptar a diferentes condicBes de cultura fazendo com que sejam aplicadas
em diferentes areas como na industria alimenticia, cosmética e farmacéutica. As microalgas
também sdo usadas como fonte de biocombustiveis e no tratamento de efluentes (Moreno
Osorio et al., 2021; Thoré et al., 2023; Jaiswal et al., 2021).

O cultivo de microalgas pode ser realizado em sistemas abertos ou em sistemas
fechados. No primeiro, o cultivo ocorre de forma ndo estéril e em contato com o ambiente
externo, o que apresenta um alto risco de contaminagdo por microrganismos competidores.
Contudo, é o método mais adequado para o cultivo em massa de microalgas, exigindo uma

baixa quantidade de energia. Por outro lado, o sistema fechado elimina o risco de contaminacgao,
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pois € isolado do ambiente externo, mas demanda um investimento inicial mais elevado (Ahmad
etal., 2021).

A microalga Tetradesmus obliquus, também conhecida como Scenedesmus obliquus,
pertence ao filo Chlorophyta. E uma espécie bastante utilizada no tratamento de aguas residuais
e producgdo de biocombustiveis. Se reproduz assexuadamente pela ruptura da parede celular,
liberando autésporos, embora ja tenham sido registrados casos de reproducdo sexuada.

Esta microalga possui uma alta taxa de crescimento e é resistente a condi¢des adversas,
sendo tolerantes a altas temperaturas. Pode se desenvolver em condicdes mixotréficas,
heterotroficas e fotoautotréficas (Oliveira et al., 2021; Kumar; Shukla, 2023; Oliveira et al.,

2021). A Figura 4 mostra uma visdo microscopica da T. obliquus.

Figura 4- Microalga Tetradesmus obliquus vista do microscépio

Fonte: Oliveira et al. (2021).

Estudos mencionam a microalga T. obliquus como um agente remediador. De Sa filho
et al. (2023) diminuiram a concentracdo de nitrato em aguas subterrdneas contaminadas por
meio da T. obliquus, bem como Rugnini et al. (2019) que obtiveram resultados satisfatorios na
remocdo de fosforo em aguas residuais. Selvan et al. (2023) afirma a utilizacdo desta para a
remocao de metais pesados.

De acordo com Kiran e Morhan (2020), a microalga T. obliquus € capaz de remover
contaminantes presentes nos residuos da industria do leite (DQO, Nitrogénio e Fosforo). No
estudo de De Andrade et al. (2023), foi observado uma remogédo de 90% para DQO (valor
inicial: 52.886 mg.L.™"), de 83 a 94% para nitrogénio (valor inicial: 1.573 mg.L™") e 100% para
fosforo (valor inicial: 663,5 mg.L1). As referéncias de Dos Santos et al. (2024) e Medeiros et
al. (2024) demonstram a capacidade da microalga T. obliquus para o tratamento terciario do

soro do leite, em consércio com fungos filamentosos.
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Se tratando dos fungos filamentosos, estes sdo seres eucarioticos, heterotréficos, com
uma vasta diversidade de espécies, uni e pluricelulares, pertencentes ao reino fungi. Exibem 7
filos, sendo que os filos dos fungos terrestres sdo Basidiomycota, Ascomycota e Zygomycota.
Os fungos filamentosos se distinguem dos demais pela presenca de um miceélio, formado por
filamentos ramificados e hifas septadas ou cenociticas. Dispdem de uma grande capacidade
para produzir enzimas intracelulares e extracelulares, além de &cidos organicos, e podem ser
aplicados na producédo de biocombustiveis, proteinas alimentares e no tratamento de efluentes.
(Troiano; Dumont, 2020; Ferreira; Varjani; Taherzadeh, 2020).

Acerca do cultivo, esse busca representar ecossistemas terrestres (Cultivo em estado
solido) e aquaticos (Cultivo submerso) onde os fungos sao naturalmente encontrados. O cultivo
submerso é o método mais empregado na biotecnologia, um exemplo de sua aplicacédo é para a
remocao de contaminantes, por operar em grandes volumes com uma distribui¢cdo homogénea
de nutrientes. O cultivo em estado sélido, também conhecido como fermentacdo em estado
solido, pode ser usado para producdo de enzimas e alimentos fermentados, geralmente em
pequena escala. (Ferreira; Varjani; Taherzadeh, 2020).

Os fungos filamentosos podem se desenvolver em formatos esféricos, conhecidos como
pellets, por meio do cultivo submerso, no qual as hifas se entrelagam, formando pelotas de
diferentes diametros. Outrossim, esses fungos podem se associar a outros microrganismos,
como as microalgas, em um processo denominado co-peletizagcdo. Quando empregados no
tratamento de efluentes, promovem a biofloculagéo, o que torna o processo mais econdmico e
aumenta a eficiéncia na remocéo de poluentes, ao proteger as células de microalgas do estresse
ambiental (Chu et al., 2021).

O Cladosporium halotolerans ¢ um fungo filamentoso pertencente ao filo Ascomycota,
apresenta capacidade de crescer em ambientes extremos, com valores altos de pH, temperatura
e salinidade. Produzem enzimas extracelulares como lipases, proteases, amilases, celulases, e
quitinases, que sao bastante aplicadas na industria. Tem uma velocidade de crescimento étima
de 4,1 mm dia ! e possui uma grande adaptacdo a diferentes disponibilidades de agua. Isto
provavelmente ocorre por ser um fungo filoplano. Se adapta melhor em diversas dindmicas de
umidade quando comparado a espécies de Aspergillus niger e Penicillium Rubens (Segers et
al., 2016; Kaur et al., 2023).

Este fungo apresenta uma cor verde-oliva com superficie algodonosa. Seus

conidiosforos in vitro podem ter entre 2-3,5 um, e na maioria das vezes sao ramificados. Os
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conidios terminais sdo pequenos com 2-5 x 2-3 um (Bensch et al., 2012). Imagens macro e

microscopicas do fungo filamentoso Cladosporium halotolerans é mostrado na Figura 5.

Figura 5 - Representa¢do macro e microscopica do Cladosporium halotolerans. Aumentado x400 e x1000/2500.

4

Y

Fonte: Kaur et al. (2023).

Estudos relatam o uso deste microrganismo no tratamento biolégico. Como em Zhang
et al., (2022), onde o Cladosporium halotolerans foi incubado em meio mineral na presenca de
poliéster contendo poliuretano (PU) como Unica fonte de carbono. Este fungo formou biofilmes
de camada fina na superficie das espumas do poliéster, degradando-a. Também notou-se que 0
fungo realiza a hidrolise das ligacdes de éster e uretano. Desse modo, o C. halotolerans
comprovou ser eficiente na reducdo de residuos poliméricos. Ademais, a espécie também
apresentou capacidade para remover o metal pesado manganés (Mn) em &guas residuais de
minério, exibindo ter as caracteristicas desejadas para o tratamento bioldgico de efluentes (Mota
et al., 2020).
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Os experimentos realizados por Di Napoli et al. (2022), indicaram que o Cladosporium
halotolerans degrada por meio da combinacéo de processos mecanicos exércitos por suas hifas
fungicas e por processos enzimaticos como a liberacdo de enzimas com atividades de
oxidorredutase, sendo assim sdo capazes de quebrar ligagcdes carbono-carbono de polimeros
plasticos.

Garnier et al. (2017), isolou e identificou o C. halotolerans no ar das fabricas de
laticinios e no leite pasteurizado, demonstrando que esta espécie é indigena em produtos
lacteos. Os produtos destas fabricas eram queijo cremoso, queijo fresco, queijo duro, iogurte e
bebidas a base de iogurte. Kadasamy et al. (2020), também encontrou C. halotolerans no chéo,
parede e no ar da fabrica de laticinios na Coreia e nas tabuas de queijo. Por conseguinte, é
possivel que este fungo filamentoso seja um microrganismo naturalmente encontrados nos
efluentes lacteos, em especial aos provenientes da fabricacdo de queijo. Desse modo, o C.
halotolerans aparenta ser um canditado promissor para o tratamento bioldgico do soro do leite.

O género do fungo filamentoso Clasdosporium foi anteriormente aplicado para o
tratamento dos efluentes oriundos das fabricas de laticineos, chegando a atingir uma remocéo
de poluentes de 72,5% (Concentragdo inicial de 328+5 mg.L ) (Marwah Bakri, 2022; Hassan;
El-Said; Mohamed, 2020).

3.2.1 Fatores que influenciam o crescimento microbiolégico

O crescimento de microalgas e fungos filamentosos é altamente condicionado por
fatores nutricionais e ambientais. Alteracdes nessas condi¢cdes podem levar a variagfes no
consumo de nutrientes e, no contexto da biorremediacao, na degradagéo de poluentes. Portanto,
a analise desses fatores é fundamental para maximizar a eficAcia da aplicacdo desses
microrganismos na industria. (Thoré et al.,2023; Ferreira; Varjani; Taherzadeh, 2020; Ahmad
etal., 2019).

O desenvolvimento da microalga pode ser atingido por fatores como: intensidade
luminosa, concentragdo de gas carbonico (COz) e de nutrientes, pH, aeragdo, salinidade,
temperatura e grau de agitacdo. Entre esses, destaca-se a intensidade e o periodo de exposi¢do
a luz, uma vez que afetam diretamente a energia necessaria para a fotossintese. Somado a isso,
as concentragdes de carbono, nitrogénio e de fosforo desempenham um papel crucial no
metabolismo fotossintético das microalgas (Costa; Cruz; Da Rosa, 2021; Ali et al., 2021;

Kholssi; Lougraimzi; Moreno-Garrido, 2023).
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Os fungos filamentosos dependem da temperatura, pH, salinidade, concentragdo de
nutrientes, principalmente carbono, grau de agitacdo e aeracdo para apresentarem um
crescimento celular eficiente (Negi; Das, 2023; Wikandari; Hasniah; Taherzadeh, 2022).
Estudos mostrados em Dasgupta et al. (2024), apontam que a luz e seu periodo de exposicéo
tem influéncia na reprodugéo e crescimento dos fungos.

e pH

Os ions hidrogénios regulam a disponibilidade e a solubilidade dos nutrientes
imprescindiveis para o crescimento celular, por isso é requerido o estudo do pH para um
tratamento bioldgico eficiente (Costa; Cruz; Da Rosa, 2021; Dasgupta et al., 2024). Cada
microrganismo possui uma faixa de pH ideal, sendo geralmente acidos (3,8 e 6) para os fungos
filamentosos e alcalinos (entre 6 a 8) para as microalgas. Apesar disso, ambos apresentam
capacidade de adaptacdo a outras faixas quando cultivados em consércio (Chilakamarry et al.,
2022; Chowdury; Nahar; Deb, 2020).

No que se refere ao cultivo em consorcio da microalga e dos fungos filamentosos, 0s
ambientes relativamente acidos causam atracdo entre microalgas (carga negativa) e fungos
(carga postiva), favorecendo a peletizacdo. Em ambientes altamente alcalinos, ocorre a
desprotonacdo da superficie das células das microalgas, resultando em uma repulsdo
eletrostatica. Essa variacdo de carga é causada pelos grupos funcionais presentes na parede
celular das algas, que possuem proétons ativos sensiveis a variacdo de pH, como hidroxila, amina
e grupo carboxilico (Chu et al., 2021).

e Nutrientes

Os principais macronutrientes para as microalgas e fungos filamentosos séo nitrogénio,
carbono e fosforo. Portanto, a proporcdo estequiométrica de carbono, nitrogénio e fosforo
(C:N:P) é de suma importancia para que nao ocorra a escassez ou excesso destes nutrientes
durante o crescimento celular. Alguns micronutrientes, como ferro, zinco, magnésio, potassio
e cobre, também sdo consumidos pelos microrganismos (Jacob-Lopes; Zepka, 2019; Maltsev;
Kulikovskiy; Maltseva, 2023).

Os fungos filamentosos apresentam dificuldades na atividade enzimatica para processos
com excesso de nitrogénio e fosforo, sendo adotada uma relagéo de 100:5:1 de DQO:N:P (Diaz
etal., 2021). Para as microalgas, existe uma deficiéncia de fésforo quando expostas uma relagdo
de N:P> 22 e >32 para as planctdnicas e bentbnicas, respectivamente, ambas de agua doce
(Maltsev; Kulikovskiy; Maltseva, 2023).
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e Intensidade Luminosa

A luz é importante para as microalgas, tanto como fonte de energia para a fotossintese
como para a ativacao da sintese lipidica. Em regra, a faixa ideal de intensidade luminosa para
as elas, esta entre 26 a 400 pmol.m=. s™X. Em condi¢Ges mixotroficas, a quantidade minima de
luz deve ser entre 10 e 15 pumol.m™. s (Maltsev; Kulikovskiy; Maltseva, 2023; Lopez-Sanchez
etal., 2022).

Nos fungos filamentosos, a intensidade luminosa afeta a producdo de metabolitos
secundarios necessarios para a sua atividade celular, entretanto ndo h& uma faixa de intensidade
luminosa para os fungos filamentosos. Para ambos 0s microrganismos, é estudado uma razéo
de tempo para exposicdo a luz (relacdo claro/escuro). Esta relacao varia de acordo com a espécie
de microrganismo (Yu et al., 2023).

e Aeracdo e agitacao

A aeracéo e agitagéo interferem na temperatura do sistema, por aumentar a transferéncia
de calor e massa, e sdo responsaveis por dissolver oxigénio no meio, garantindo uma maxima
atividade fotossintética e/ou respiratéria. Ainda, adicionam uma forca de cisalhamento que
pode contribuir ou atrapalhar a peletizacdo (Chilakamarry et al., 2022).

O processo de agitacdo mecanica é realizado por hélices e chicanas acionadas por um
motor. Esse método forma pellets com estrutura lisa e facil ruptura, o que dificulta a adeséao de
outros microrganismos. Por outro lado, a agitacdo pneumatica, que envolve a injecdo de bolhas
de gas, é mais recomendada, pois gera uma tensdo de cisalhamento mais baixa, resultando em
menos danos aos pellets fangicos (Li et al., 2022).

As taxas de aeracdo promovem uma agitacdo no sistema, gerando forgas de
cisalhamento que superam as forcas de adesdo de Van der Waals, resultando na formacéo de
pellets quebradicos, pequenos e lisos. Em contrapartida, velocidades de aeracdo mais amenas
evitam a adesdo entre as hifas, ou, no caso de co-peletizacéo, a adesdo entre as microalgas e as
hifas fangicas. (Chu et al., 2021; De Andrade et al., 2022). A taxa de aeracdo para a pelletizacdo

e seus efeitos sdo mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Taxas de aeracdo para a peletizacdo

Fungo Filamentoso Aeragao Resultados Referencias
(vwm)
Aspergillus niger De0a0,5 Pellets muito pequenos ou ndo ha sua formacéo Waldherr et al.,
(2024)
Aspergillus oryzae 1 Observou um aumento do crescimento celular de Maiorano et al.,
20% em relacéo a taxa de 0,5 vwvm (2020)
Aspergillus niger 1,2 Tamanho final do pellet apresentou 60% do seu Buffo et al.,
diametro inicial (2020)
Neurospora 1,42 Pellets consistentes de tamanhos satisfatérios foram Nair et al.,
intermedia obtidos ap6s 72 hrs de cultivo (2016)
Aspergillus niger 2 Pelotas de tamanho satisfatdrio e sem fragmentacéo Buffo et al.,
(2020)
Penicillium citrinum 2 Formacdo de pellets compactos Namboodiri et
al., (2022)
Geotrichum 2,5 Alto crescimento celular e aglomeragdo das células Maldonado et
candidum al., (2014)
Trichoderma virens 2,5 Obteve um crescimento fiingico de 85,36 g.L! El-Moslamy et
apenas em 6 horas al., (2023)
Aspergillus niger 5 Ocorre uma fragmentagdo dos pellets miceliais, Buffo et al.,
cerca de 18% (2020)

vvm- Volume de ar inserido por Volume (til do reator.
Fonte: Autora (2024).

3.2.2 Fungos filamentosos e microalgas no tratamento de efluentes

As microalgas e os fungos filamentosos sdo capazes de se proliferar em efluentes que
sejam ricos em carbono, nitrogénio e fdsforo, elementos cruciais para a sua atividade
metabolica (Rosa et al., 2024; Satya et al., 2023).

e Microalgas no tratamento de efluentes

A remediacdo utilizando microalgas é um método econdmico que oferece uma biomassa
final com grande potencial para a producdo de produtos, como biocombustiveis e racdes
nutricionais. Porém, a recuperagdo dessa biomassa ainda represente um desafio para a inddstria.
(Ferreira; Varjani; Taherzadeh, 2020; Kumar; Shukla, 2023). As microalgas séo adaptadas para
tolerar alta concentracdo de poluentes, principalmente as do género Scenedesmus, Chlorella e
Chamydomonas, sendo ent&o as mais utilizadas nos estudos de tratamento de efluentes (Kumar;
Shukla, 2023).

Os mecanismos pelos quais as microalgas degradam os compostos toxicos Sdo a

bioadsorcdo (biossorcdo), bioabsorcéo (bioacumulacdo) e biodegradacdo ou biotransformacao.
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O primeiro processo envolve a adsorgdo dos contaminantes & parede celular ou a substancias
organicas excretadas, por meio de ligagdes quimicas, interacdes covalentes e/ou idnicas. Trata-
se de um processo reversivel e ndo seletivo. Ja a bioacumulagédo é um processo mais lento, que
envolve o transporte ativo do contaminante para o interior da célula, onde ele se liga a proteinas
e outros compostos, ocorrendo por difusdo passiva, difusdo passiva facilitada e transporte
celular ativo de elétrons (Sutherland; Ralph, 2019; Kumar; Shukla, 2023).

Ao se falar de biodegradacao/biotransformacéo € observado a conversdo dos compostos
complexos em moléculas mais simples via metabolismo catalitico. E mais promissora em
comparacdo aos anteriores por deterioar 0os contaminantes em estruturas mais simples que
podem servir como fontes de carbono e elétrons para a célula, enquanto os outros apenas
acumulam os contaminantes na sua estrutura, removendo-os do meio (Sutherland; Ralph, 2019;
Kumar; Shukla, 2023). Na Tabela 5, alguns tipos de efluentes que podem ser tratados por

diferentes espécies de microalgas sao ilustrados.

Tabela 5 - Tipos de efluentes industriais tratados por microalgas.
Efluente Industrial Microalga Resultados obtidos Producéo de biomassa

. 48,6% e 57,36% para
o Scenedesmus sp.  Remocéo de 86% de NT, 85%
Efluente de fabrica Scenedesmus sp. e
i e Chlorella de P-PO4, 77% de COT e 48%
de dleo de palma ) Chlorella sp.
vulgaris de DQO.

respectivamente.

. o A descoloragdo 99,7%, 80% de .
Aguas residuais da Chlorella 3 Crescimento de 1,62 + 0,12
o ) ) remocdo de TN e TP, de DQO )
industria téxtil vulgaris mgLdia ™.
em 99,7%.

Remocdo de N-NO3 e P-PO4

3 o de 25,8% e 7,2% O rendimento final de
Agua de lavagem Monoraphidium

) ] respectivamente, com biomassa obtida foi de 1,67
industrial contortum o

diminuicio da DQO em e0,52g.

31,2%.

A eficiéncia de remogdo de
DQO, N-NH4+ e PO43— em Maior produtividade de

Aguas residuais de Scenedesmus )
modo lote sdo 65-70%, 98- biomassa de 213-258

gado obliquus )
99% e 69-77,65%, mgL dia™.
respectivamente.
3 o A eficiencia de Remogdo de
Aguas residuais Chlorella ) )
) nutrientes 86% NT e 80% em Dado ndo fornecido.
urbanas vulgaris

PT.
Fonte: Adaptado de Satya et al. (2023).
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Alguns autores estudaram a aplicagéo de sistemas de microalgas no tratamento do soro
do leite como em De Andrade et al. (2023). Patel, Joun e Sim (2020) cultivaram a Chlorella
Protorhecoides sob condi¢des mixotroficas em soro do leite hidrolisado e diluido caracterizado
com uma DQO de 17.806,36 mg.L"*, NT de 383 mg.L* e PT de 397 mg.L ™ e faixa de pH de 5
a 6. O sistema foi exposto a iluminacio constante de 150 pmol.m™2. s ~* e agitacdo de 120 rpm,
por um periodo de 9 dias. O soro do leite 40% obteve maior eficiéncia com remogdes de 92,6%,
98,4% e 79,9% para DQO, NT e FT, respectivamente.

Pandey et al. (2020) inocularam Chlorella pyrenoidosa para tratamento terciario do soro
do leite contendo 4,98 + 0,15 mg.L™ de DQO em uma iluminago de 70 umol-m 2 -s X com
ciclo de clarescuro de 12/12h e agitacéo de 3 a 4 vezes ao dia, removendo 89,12 +0,29%. Uma
espécie do mesmo género, Chlorella. vulgaris, foi usada para tratar aguas residuais de laticinios
contendo soro do leite em ciclo de claro/escuro de 12/12h, durante 6 dias em leite ndo coagulado
(DQO: 49,47+1,06 mg.L'Y; TN: 2.016 mg.L?; PT: 221,75+3,69 mg.L?; pH:3,5-4,5) e
coagulado (DQO: 42,47 + 1.56 mg.L':; NT:848 mg.L%; PT: 105,06 = 5,61 mg.L%; pH:6,5-7,0)
em diferentes tamanhos de inéculo (0,1, 0,2, 0,4 ¢ 1,0 g L—1), reduzindo carbono entre 7 e 56%,
nitrogénio 0 e 71% e para fosforo 11e 46% (De Almeida Pires; Cardoso; Batista, 2022).

Similarmente, a microalga Nannochloris sp. tratou 0 mesmo tipo de efluente (DQO: 68.300
+37,30 mg.LY; NT: 280 + 11 mg.L; PT: 1228 + 46 mg.L™%; pH: 6,08 + 0,17) em um periodo
de 7 dias, em ciclos de iluminac&o de claro/escuro de 12/12h, e em iluminacéo continua. Os
resultados mostraram que uma melhor reducédo de poluentes na iluminacdo continua com 93%
para DQO 94%, para NT e 82% para PT. Para os ciclos claro/escuro a remoc¢édo de DQO foi de
94%, enquanto as de NT e PT, 90 e 65%, respectivamente (Paulendo et al., 2023).

e Fungos filamentosos no tratamento de efluentes

Os fungos filamentosos apresentam grande potencial na area de remediacéo, oferecendo
uma alternativa mais econdmica e ambientalmente sustentavel. Seus pellets sdo facilmente
removidos pelo processo de peneiragdo, diminuindo o custo e a energia que seria aplicada a
sistemas que utilizassem outros microrganismos (Negi; Das, 2023).

Os mecanismos dos processos de remediacdo utilizados pelos fungos podem ser ndo
enzimaticos e enzimaticos. Os ndo enzimaticos agregam a bioadsorcéo (processo similar ao da
microalga), a producdo de biossurfactantes (moléculas que reduzem a tensdo superficial das
fases liquidas, facilitando a remocdo dos contaminantes) e a bioprecipitacdo (secrecdo de

substancias capazes de precipitar ions metalicos presentes no sistema). Nos processos
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enziméticos ocorrem a biotransformacdo e biodegradagdo, similares a microalgas, porém
mediadas por enzimas intra e extracelulares. As principais enzimas sdo catalases, lacases,
lipases, amilases, peroxidases, Xilanases e proteases, que além da capacidade de degradar
residuos organicos, também possuem valor comercial (Ghosh et al., 2023; Negi; Das, 2023).

As espécies de fungos filamentosos mais estudadas para a remocao de poluentes séo do
grupo dos Basidiomicetos e Zigomicetos, principalmente Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Verticillium e Phanerochaete (Ghosh et al., 2023). Os pellets de micélio podem tratar aguas
residuais que contenham cor, fosforo, nitrogénio, DQO e metais pesados (Cr VI, Cd II, Cu I,
entre outros) (Li et al., 2022). Na Tabela 6 sdo ilustrados diferentes tipos de poluentes que
podem ser tratados por fungos filamentosos.

Tabela 6 - Tipos de poluentes tratados por fungos filamentosos.
Fungos Concentracdo inicial de

Tipos de poluentes Eficiéncia de remogéo
filamentosos poluente
Selenito 10-60 mg.L™* 94,3%
Cromo I Aspergillus niger 120-1150 mg.L* 88-96%
Telurito 10-20 mg.L™* 92-98%
) o Trametes . .
Aguas residuais ] Ciprofloxacina 7.000 ng.L™!
. (Coriolus . 84-91%
hospitalares ) e tamoxifeno 970 ng.L?
versicolor)
] Phanerochaete 100 mg.L™? fenol e 15 mg.L-
Fenol e Selenito . ) 67,3%
chrysosporium Iselenito
Aspergillus
Aguas residuais da carbonarius e DQO: 934 +13.8 mg.L e 67,7% DQO e
inddstria téxtil Penicillium cor: 400 £ 15.5 Pt-Co 78,8% descoloracéo
glabrum

Fonte: Adaptado de Negi; Das (2023).

Os fungos filamentosos ja foram aplicados no tratamento de residuos lacteos. Sharma et
al. (2021) que estudou a capacidade de remediacéo deste efluente (pH 5,6; DBO: 560 mg.L;
DQO: 1890,8 mg.L™) durante 7 dias sob condigdo de agitagio e temperatura de 25 °C pelo
fungo Mucor sp que apresentou uma taxa de remocdo de 69% e 89% para DBO e DQO,
respectivamente.

Dickel et al. (2023) observou que a capacidade do Aspergillus sclerotiorum para tratar
aguas residuais de laticinios com alto teor de gordura através da liberacdo de enzimas de lipase

realizadas por estes microrganismos. A DQO foi reduzida de 3163,1 mg.L™ para 2950 mg.L™.
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Além disso o pH foi aumentado de 5,26 para 6,2. A quantidade de 6leos e gorduras diminuiu
de 2517,3 mg.Lpara 210,6 mg.Ltap6s 168 horas de tratamento.

Um consorcio das cepas fangicas Aspergillus sp, Cladosporium sp. e Fusarium sp. foi
empregado para tratar efluentes de leite (DQO: 2288 mg.L™'; DBO: 1221 mg.L?; Oleos e
Gorduras: 153 mg.L%; pH 6,01). As porcentagens de remoc&o foram de 68,9%, 70,4%, 40,5%
para DQO, DBO e Oleos e gorduras, respectivamente. O pH foi aumentado para 6,5 (Hassan;
El-Said; Mohamed, 2020).

3.3.3 Co-cultivo de microalgas e fungos para tratamento de efluentes

O sistema de co-cultivo de microalgas e fungos filamentosos é possivel dada a
capacidade destes microrganismos de manter uma relacdo simbiotica entre si, tornando-os mais
estaveis e resistentes a ambientes hostis. Dessa forma, o co-cultivo destes microrganismos para
o tratamento de efluentes é uma abordagem promissora (Satpati et al., 2023).

A biomassa produzida neste cultivo apresenta potencial para a producdo de
biocombustiveis e demonstra maior eficiéncia na remocao de poluentes em comparacdo aos
tratamentos bioldgicos realizados com um Unico microrganismo. Ademais, proporciona uma
colheita de biomassa mais eficiente e econdmica, sem a necessidade de produtos quimicos. De
maneira geral, as microalgas se aderem as hifas miceliais (peletizacdo) por meio dos
mecanismos de neutralizacdo eletrostéatica, interacdo das proteinas de superficie e adesdo de
polissacarideos extracelulares (Figura 6) (Wu et al., 2023; Satpati et al., 2023; Chu et al., 2021).

Figura 6 - Mecanismos de co-peletizacdo entre microalgas e fungos filamentosos

|
Microalga ",/_ /

Neutralizagio Interag3o das b o'l?sd:asca;:i?i:zs
cletrostatica proleinas e extracelulares

superficie

Fonte: Adaptado de Wu et al. (2023).
A relacdo sinérgica sucede-de pela troca gasosa entre as células de microalga e fungos.
As microalgas realizam fotossintese (liberando Oz e consumindo CO.), enquanto os fungos
filamentosos consomem O- para realizar a respiracéo, liberando CO». Além disso, séo liberadas

enzimas fungicas extracelulares capazes de converter macromoléculas, dificilmente absorvidas
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pelas microalgas, em compostos solUveis de menor peso molecular, que passam a ser utilizados
na atividade metabdlica algal. Esta relagdo é expressa na Figura 7 (Satpati et al., 2023; Chu et
al., 2021, Wu et al.,2023).

Figura 7 - Relacdo simbiética entre os fungos filamentosos e as microalgas no co-cultivo.
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Fonte: Adaptado de Chu et al. (2021).

A remocdo de DQO ¢é, em sua maior parte, realizada pelos fungos filamentosos, por
serem heterotréficos, ou seja, necessitam consumir compostos organicos presentes no meio para
seu desenvolvimento. As microalgas podem contribuir liberando enzimas como a anidrase
carbonica, que converte bicarbonato do meio em CO- livre, o qual pode ser consumido pelos
microrganismos heterotroficos (Satpati et al., 2023; Leng et al., 2021; Chen et al., 2020). Como
destacado por Yang, Li e Wang (2019), a remocdo de DQO em aguas residuais de melago (com
DQO inicial de 11.250 mg.L™?) aumentou de 25,96% e 59% nos monossistemas de microalga
Chlorella sp. e do fungo filamentoso Aspergillus sp., respectivamente, para 70,68% no sistema
de consorcio entre esses microrganismos.

A remocdo de nitrogénio (N) fica por parte das microalgas. O nitrogénio pode ser
encontrado no efluente no formato de nitrogénio amoniacal (NHa4-N), nitrato (NO3z") e nitrito
(NO2). O NH4-N é rapidamente incorporado aos aminoacidos e requer menor energia para seu
acumulo, por isso € primeira fonte de nitrogénio completamente consumida. A absorcao das

formas oxidadas se inicia apenas na auséncia total de NHs-N. Inserindo os fungos filamentosos
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no sistema pode ser observado o aumento da degradagdo de nitrogénio por conta de sua
capacidade de degradar as macromoléculas, facilitando o trabalho das microalgas (Leng et al.,
2021; Satpati et al., 2023). Yang; Li; Wang, (2019) aumentaram a taxa de remocdo de
nitrogénio amoniacal de 19% para 94,72% ao introduzir o Aspergillus sp. ao sistema de
microalgas Chorella sp. contendo aguas residuais de melago (NH4-N inicial de 170,3 mg.L™).
Adicionalmente, obteve uma remogcao de nitrogénio total de 67,08% (NT inicial 407,5 mg.L™2).

O consumo de fosforo (P) ocorre tanto pelo consumo dos microrganismos quanto pelas
condicbes ambientais de pH e oxigénio dissolvido. E encontrado no efluente na forma
inorganica de H2PO4", HPO4> e PO4*, precipitando em pH alcalino com alta concentragdo de
O2 dissolvido, sendo entdo de maior encargo das microalgas que diminuem o pH do meio, além
de realizar fosforilacdo/fotofosfotilagdo. A remocdo de P € melhorada no co-cultivo pela
liberacdo de enzimas solubilizadoras de fosfato (PO4-P) liberadas pelos fungos (Satpati et al.,
2023; Leng et al., 2021). O aumento da remocéo de fosforo pelas microalgas com a insercéo de
fungos filamentosos no sistema é exemplificado em Padri et al. (2022) que aumentaram a
remocao de P ao inserir A. niger no tratamento de aguas residuais de mandioca (POa: 23,53 +
1,70 mg.L%; pH: 7,5 + 1,0) com C. vulgaris de 62 para 78%.

O cultivo de pellets pode ocorrer de duas formas: Inocular os esporos de fungos
filamentosos e as células de microalgas no meio para formacao dos pellets ou pré-cultivar os
pellets de microalga-fungo em caldos de cultura para, apos sua formacéo, adiciona-los ao meio.
Em ambos os casos é necessario a atencao para alguns fatores, como os citados na secao 3.2.1
(Chu et al., 2021).

A secdo 3.2.1 aborda a influéncia da intensidade luminosa no desenvolvimento das
microalgas. Nesse contexto, é fundamental conhecer a faixa de luz utilizada no consorcio entre
microalgas e fungos filamentosos para o tratamento de efluentes. Alguns desses valores estéo

apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7- Intensidades luminosas na biorremediagdo por co-cultivo de microalgas e fungos filamentosos.

) Intensidade
Co-cultivo ] )
) Tipo de efluente Luminosa Ref
Microalga e Fungo
(pmol m2s?)
Chlorella pyrenoidosa e ) S ] Wang et al.,
) Aguas residuais de amido 30
Aspergillus oryzae (2022)
Scenedesmus sp. e Aspergillus Efluentes secundarios - Maneechote
tubingensis agroindustriais etal., (2023)
o Aguas residuais de Chenetal.,
Chorella sp. e Penicillium sp. L 60
carbonizag&o hidrotérmica (2020)
Tetradesmus obliquus e . Medeiros et
. . Soro do leite 100
Cunninghamella echinulata al., (2024)
Tetradesmus obliquus e i . i De Andrade
) . Agua produzida de petroleo 100
Cunninghamella echinulata et al., (2024)
) Aguas residuais da
Chlorella vulgaris e Pleurotus L Xuetal.,
fermentacdo anaerdbica de 200
geesteranus (2022)
esterco de porco
Chlorella vulgaris e L Caoetal.,
] Efluentes de biogas 200
Ganoderma lucidum (2017)
Chlorella vulgaris e . o . Guo et al.,
] Aguas residuais da pecuéria 200
Ganoderma lucidum (2017)
Chlorella vulgaris e L Zhang et al.,
) Efluentes de biogas 225
Ganoderma lucidum (2021)

Fonte: Autora (2024).

Complementarmente, Zorn et al., (2020) cultivou o fungo filamentoso Mucor
circinelloides com a microalga Chlorella vulgaris em intensidade luminosa de 100
pmol-m2-s~* obtendo um peso seco composto com 79% de microalgas, demostrando o sucesso
da co-pelletizacdo. Li; Zhang; Yang, (2019) co-pelotizaram o fungo A. oryzae com a microalga
C. vulgaris em uma relagdo de claro/escuro de 12/12h em 112 pmol m?s™,

A proporgéo de microalgas e fungos filamentosos no momento da inoculagéo também
é de suma importancia. Uma desproporcéo exacerbada de esporos ocasionard a diminuicao
dréastica do pH, pela secrecéo de acidos organicos, inibindo o crescimento das microalgas (Chu
et al., 2021). De acordo com Leng et al., (2021) a co-pelletizagdo se assemelha a peletizacdo
fangica e por isso ndo ocorre em altas concentracdes de esporos (fungos), sendo entédo
recomendado uma maior proporcao de microalgas no momento da inoculagéo.

Song et al. (2022) estudou 3 proporgdes de microalga Chlorella pyrenoidosa e fungo

filamentoso Penicillium sp. (50:1, 500:1, 5000:1) para o tratamento de &guas residuais de molho
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de soja (DQO: 4440 mg.L%; NT: 172,4 mg.LY; PT: 24,9 mg.L?; pH: 6,8). O rendimento de
biomassa de todas as propor¢Oes foram de aproximadamente 2,8 g/L. Taxas de remocéo
préximas foram atingidas, com valores maiores para a razdo 5000:1 de 61,67% de DQO, 25%
para NT e 4,1% para PT. A relacdo 500:1 apresentou remoc¢édo de 59,9%, 24,4% e 4% para
DQO, NT e PT, respectivamente, enquanto a proporgao 50:1 removeu uma quantidade de DQO,
NT e PT de 59,78%, 24,4% e 4%, respectivamente.

Wu et al. (2023) em uma relacdo de microalga:fungo 20:1 utilizando o co-cultivo das
microalgas Chlorella sorokiniana e Scenedesmus dimorphus com os fungos filamentosos
Aspergillus oryzae ou Aspergillus niger tratou &guas residuais artificiais de suinos com
concentrac0es iniciais de DQP, NH4™-N, e PT de 1000, 120,2, e 10,6 mg/L, respectivamente.
Os melhores resultados foram para o cultivo de C. sorokiniana com A. oryzae removendo
85,9%, 76,5% e 60,3% de DQO, NH4*-N e PT, respectivamente.

Todos os fatores citados anteriormente podem ser avaliados de maneira simultanea com
um namero reduzido de tempo e recursos utilizando as técnicas de planejamento experimental

com o intuito de obter um melhor resultado na remediacédo (Gorbounov et al., 2022).

3.3 Design experimental (DE)

O impacto que as variaveis envolvidas no processo de tratamento bioldgico de efluentes
tem na diminuicdo dos poluentes pode ser avaliado através de uma pesquisa utilizando o design
experimental (DE) (Gorbounov et al., 2022).

O design experimental, também chamado de planejamento experimental, consiste em
uma série de analises estatisticas que tem o intuito de quantificar e classificar de maneira
organizada e estruturada as relacGes entre variaveis e resultados de um fendmeno ou processo.
Por meio dele, varidveis sdo analisadas simultaneamente com um numero reduzido de
experimentos, tendo assim menor custo de tempo, energia e mao de obra. O resultado final é
um modelo matematico que pode fornecer condicles ideais do processo, permitindo a
otimizagdo (Rodrigues; lemma 2014; Neto; Scarminio; Bruns, 1996).

O Design de Experimentos (DE) é amplamente utilizado na inddstria para a modelagem
e otimizacdo de processos industriais. Diversos estudos demonstram a aplicagdo dessa técnica
em setores como farmacéutico, quimico e em varias areas da engenharia. Frequentemente, é
empregado para modelar, otimizar, realizar triagens, comparar ou formular processos. Sua
aplicacdo ja foi reportada em investigagdes relacionadas a produgdo de biocombustiveis,

processos cataliticos, aplicacfes eletroquimicas, processos de absorgdo/adsorcdo, oxidacdo
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quimica, producdo de produtos farmacéuticos, engenharia mecénica, engenharia quimica
ambiental, além de no tratamento de agua e efluentes (Lee et al., 2022; Romén-Ramirez; Marco,
2022).

As etapas para a implementacéo de um planejamento experimental consistem nas fases
de planejamento, execucdo, anélise e conclusdo. Primeiramente, é definido a resposta desejada,
as variaveis que serdo utilizadas e qual sera a faixa de variagdo estudada. Também é necessario
definir qual o modelo experimental que sera utilizado. Em seguida, inicia-se a fase de execucgéo
dos experimentos, e posteriormente da analise dos dados obtidos por meio de ferramentas
estatisticas. Por fim, se obtém um modelo matematico que permitira tirar conclusdes sobre a
relacdo entre variaveis e respostas (Jankovic; Chaudhary; Goia, 2021; Lee et al., 2022).

Os modelos de DE tem o objetivo de montar combinacdes de variaveis. Dessa maneira,
através deles é possivel obter o nUmero de execugdes experimentais, representadas por uma
matriz projetada. O método mais adequado para um DE é aquele que indica uma matriz de
maneira ndo requeira um numero muito alto de experimentos e que atinja o seu objetivo final,
seja otimizacdo, avaliacdo da interacdo das varidveis, triagem, entre outros (Jankovic;
Chaudhary; Goia, 2021).

3.3.1 Conceitos gerais de planejamento experimental

Para um bom entendimento sobre DE é necessario a definicdo de alguns elementos
essenciais. De acordo com Neto; Scarminio; Bruns, (1996), fator sdo as variaveis independentes
controladas no sistema em estudo, os efeitos causados pelo fator, sdo as variaveis dependentes
do sistema. As condicdes de operacdo dos fatores sdo nomeadas de niveis e classificados em
alto (+), central (0) e baixo (-). Os experimentos sdo combinacdes dos fatores em niveis.
Experimentos em iguais condi¢Ges aplicadas a mesma unidade experimental multiplas vezes
sdo repeticdes, enquanto em condigdes iguais aplicados a unidades experimentais distintas séo
réplicas.

Por fim, a relacdo inicialmente desconhecida pode se tornar em uma aproximacao de
um modelo polinomial. Estas equacGes podem ser de grau um, como na Equacgdo 1, ou um

modelo de segundo grau, Equacgéo 2 (Duan et al., 2021; Khuri, Mukhopadhyay, 2010).
y=Bo+ i, Bixi+ € Eq (1)
y =B+ X Bixi + Yicj 2 Pixixj + YK Buxt + e Eq (2)

By Coeficientes constantes e: Erro experimental.
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3.3.2 Planejamento Fatorial

Segundo Montegomory (2005), o planejamento fatorial consiste na combinagéo de b
niveis de k fatores. Os niveis sdo espacados igualitariamente e sdo nomeados como nivel baixo
(-1), nivel alto (+1) e o nivel central ou intermediario (0). O nimero de execucdes realizados
nesse experimento é de b*, caso seja um planejamento fatorial completo (PFC). Para altos
valores de k, 0 numero de experimentos é alto, pode-se entdo realizar um planejamento fatorial
fracionado (PFF) de b*~P, onde p representa o grau de fracionamento do experimento. Este
planejamento pode obter modelos polinomiais de primeira ou segunda ordem, a depender no
namero de niveis escolhidos.

Estudos na literatura utilizaram o planejamento fatorial para avaliar o tratamento
bioldgico de efluentes. Raffa (2020) investigou como o teor de agua (x1) e a relacdo carbono-
nitrogénio (x2) afetam a porcentagem de oleo diesel removido (y) durante a biorremediagédo
aerobia da remocéo de 6leo diesel por microrganismos indigenas. O estudo foi realizado em 3
niveis (b=3), contendo 2 fatores (k=2), sendo requerido 12 sequencias experimentais. Apos a
analise estatistica foi obtido o0 modelo de terceira ordem representado abaixo:

y = 50,28 —-21,36 x; + 1.011x, + 1.029 x;, + 0,1244 x; ¢ x, — 0,01006x,,
—0,007591 x4, ® x, + 0,0001458 x;  x,, + 0,00001472 x5

De acordo com os termos linerares, foi notado que a concentracdo de nutrientes teve um
efeito positivo na remocgédo de diesel (B2=1.011), enquanto o teor de &gua teve influéncia
negativa (B1=-21,36). Os termos ndo lineares tiveram um valor muito pequeno, logo podem ser
considerados insignificantes.

Nacer (2021), utilizou o planejamento fatorial 2* para avaliar a influéncia da temperatura
(A), concentracdo de cromo (B), pH (C) e tempo de contato (D) na remog¢do de cromo por
bactérias indigenas (Y). Apds a realizacdo de testes estatisticos, eles obtiveram o seguinte
modelo:

Y = 43.148 + 3.444A — 10.820B — 28.173C + 8.745D — 6.335AC — 5.606 + 5.575BC

De acordo com a equagéo, os termos lineres da temperatura, do tempo de contato e da
interacdo entre concentracdo de cromo e pH (BC) apresentaram sinais positivos, demonstrando
que causam efeitos favoraveis para a remocdo de cromo. Ao contrario dos termos lineares da
concentracdo de cromo, pH e interagdo de temperatura com o pH (AC) e com o tempo de
contato (AD). Sendo assim, uma elevada temperatura e alto tempo de retencdo, aumentaréo a
biodegradacdo de cromo. Enquanto, o aumento do pH e da concentracdo inicial de cromo, ira

diminuir a eficiéncia do processo.
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3.3.3 Planejamento Composto Central (PCC)

O planejamento composto central € um modelo citado pela primeira vez em Box e
Wilson (1951). Atraves dele se obtém um modelo polinomial de segunda ordem, este
planejamento é o mais comumente utilizado para a obtencdo de superficie de resposta. O
modelo se divide nas trés partes descritas a seguir.

O ponto central é a origem do sistema de projeto/coordenadas, enquanto 0s pontos
fatoriais provém de um planejamento fatorial completo (2¥) ou fracionado (2%P), onde s&o
avaliados os niveis alto e baixo (+1 e -1). J& os axiais (-1,76 e +1,76), sdo pontos localizados a
uma distancia o do centro de projeto nas dire¢des dos eixos de cada variavel de controle. O
modelo de PCC com os pontos fatoriais ortogonais, pontos axiais e o ponto central € mostrado

na Figura 8.

Figura 8- Representacéo grafica do Planejamento de Ponto Central de 3 fatores em 2 niveis
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Fonte: Gregor et al. (2023).

Na primeira fase do PCC, os pontos fatoriais s&o estudados com o intuito de obter um
modelo de primeira ordem, avaliando assim a significancia dos fatores em estudo. A fase
subsequente, analisa 0s pontos axiais, estes iram levantar informacdes que possibilitam a
definicdo de condi¢des 6timas de operacdo. Enquanto os experimentos de repeticdo dos pontos
centrais, estudam o nivel de confiabilidade do estudo por meio do erro experimental (Khuri;
Mukhopadhyay, 2010).

O PCC ja foi aplicado em estudos para a analise e otimizacdo de tratamento biologico
de alguns efluentes. El-sesy e Ibrahim (2021), otimizaram o processo de biorremiacéo de aguas
residuais contendo nitrato por cepas imobilizadas da bactéria Pseudomonas purida pelo método
planejamento composto central. A concentracdo de indculo bacteriano (A), concentracdo de

alginato (B), concentracéo de nitrato (C), pH (D) e temperatura (E) foram escolhidos como os
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fatores e foram estudados em 5 niveis: minimo (-a), baixo (-1), central (0), alto (+1) e maximo
(+a), totalizando 32 experimentos. Ao final do estudo, foi obtido 0 modelo matematico a seguir.
%Remocao de nitrato
= 66,61 + 1,7084 + 949B —8,61C + 6,16C + 6,16 D + 3,03 E
+ 255A*%A + 024B+«B + 2595C+C + 4157D*D + 7,87 E *E
+ 228A*B + 644A+xC-546A*D + 555A+«E + 607B
*C-548B+*D + 730B*E + 3,73C+*D + 020C+E-988D *E
De acordo com as andlises estatisticas (ANOVA), todos o0s termos lineares apresentaram
significancia para a remocéo de nitrato, logo, todos os fatores escolhidos afetam o resultado
final. Entretanto, as interacdo entre eles ndo apresentaram grau de relevancia. Assim, o estudo
concluiu que, para uma maior emocao de nitrato de aguas residuais, as melhores condic6es sdo
de 3 g.L de concentragdo de inoculo bacteriano, imobilizado em uma concentracéo de alginato
de sodio de 2% e nitrato de 400 mg.L™* em pH 7 e temperatura de 35°C. Estas condigdes foram
aplicadas para remocéo de nitrato de efluentes de psicultura (NHs: 0,73 mg.L™ NO,: 20 mg.L
1" NOs: 38 mg.L?) atingindo uma remogéo de 82% durante as primeiras 24 horas de tratamento.
Mohammadi et al. (2021), estudou a remoc¢do do antibiético amoxilina de solo
contaminado, utilizando o fungo Aspergillus flavus. O estudo seguiu o planejamento composto
central. Os fatores escolhidos foram temperatura (T), pH do solo (pH), razdo de Aspergillus
flavus e residuos bioldgicos (M/F), concentracdo de nitrogénio (N) e concentracdo de fosfato
(P) em 5 niveis. Um modelo polinomial foi encontrado. As condigdes 6timas encontradas séo
de 33°C, 6.5, 0.01 mg.g%, 30% e 30%, respectivamente. Apos uma analise estatistica com a
ANOVA, foi concluido que a relacdo de M/F é a mais significativa para a remocdo de amoxilina
em relacdos as outras. Seguida pelo pH, que também possui um grau de importancia. O fator

que menos influencia o processo é a concentracao de nitrato (N).

3.3.4 Andlise de variancia (ANOVA)

Ao se obter um modelo matematico é imprescindivel estudar a qualidade do seu ajuste
e a significancia do modelo encontrado. Isto pode ser possivel utilizando o teste estatistico
conhecido como Anélise de Variancia (ANOVA). O teste verifica a significancia dos fatores
nas respostas do sistema e a diferenca entre os valores médios (St»Hle; Wold, 1989).

Para um modelo matematico encontrado por algum modelo DE € necessario avaliar se
a variavel resposta depende apenas dos fatores lineares ou se as interacdes entre eles, também

afentam o resultado final. De acordo com Jankovic, Chaudhary e Goia (2021) para esta analise
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é preciso, inicialmente, calcular a soma total dos quadrados (SQT) que equivale & soma dos
quadrados das diferengas entre cada execucéo xijx e a média geral X. Também ¢ preciso calcular,
a soma dos quadrados dos erros (SQe) quantificada pela soma das diferencas quadradas entre
as execuc0es individuais e as médis do grupo. Por meio deste termo, € possivel saber a extensdo
de aleatoriedade, que se for alta, indica que a significancia estatistica dos fatores para resposta

provavelmente é muito baixa.

3.3.5 Metodologia de superficie de resposta (MRS)

A metodologia de superficie de resposta, surgiu em 1951, quando Box e Wilson
procuraram modos de otimizar rea¢cdes quimicas para obter um maior nivel de pureza, com alto
rendimento e custo baixo. Essa técnica consiste na plotagem do modelo matematico obtido de

combinag6es de um planejamento experimental, obtendo assim uma superficie de resposta.
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4 METODOLOGIA

A principio, foi realizada a coleta e caracterizacdo fisico-quimica do soro do leite,
visando a quantificacdo de sua carga poluidora. Os valores de Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO), Nitrogénio Total (NT) e Fosforo Total (FT) foram determinados. Além disso, as cepas
de microalga e fungo filamentoso escolhidos para o desenvolvimento do estudo foram
preparadas. Foi utilizado um planejamento composto central para a definicdo das diferentes
condicdes de tratamento, no qual o consorcio microalga-fungo foi inoculado. Desta forma, as
amostras coletadas foram caracterizadas de acordo com as analises citadas anteriormente e 0s
dados obtidos foram analisados para a modelagem de um modelo matematico. Por fima partir
do modelo matemético, foi obtido um ponto 6timo de tratamento de soro de leite, que foi

validado. Um fluxograma da metodologia € ilustrado na Figura 9.
Figura 9- Fluxograma das etapas realizadas para o desenvolvimento da pesquisa

Statistica
Python  Trust-consti’
Pontos otimos

fisico-quimicas Andlises estatisticas

3 niveis (-1,0,+1) Reator coluna de bolhas \ Filtragdo com filtros de PES
3 fatores (Carga orgénica, Tratamento de 4 e 7 dias hidrofilico e de acetato de
intensidade luminosa, aeragdo) Consdrcio microalga Tefradesmus celulose de 0,45 € 0,22 pm
16 experimentos obliquus LCE-0l e fungo filamentoso DQO — Método de digestﬁo

. Validaca

Cladosporium halotolerans LCE-02 o™ d1cr01:nato ) —
. NKT — Método de Kjeldahl

pH ajustado para 7,5 com

FT — Método do acido
NaOH(0,01N)} ascorbico

pH
DQO-Demanda Quimica de Oxigénio; NKT- Nitrogénio Kjeldahl Total; FTI- Fosforo Total

Fonte: Autora (2025)

4.1 Espécies de fungo filamentoso e microalga

A microalga utilizada foi a espécie Tetradesmus obliquus sp. LCE-01(uma espécie
nativa do Nordeste do Brasil) (De Andrade et al., 2023), mantida em meio solidificado de &gar
nutriente (Kasvi®) e cultivadas em camara de germinagdo (SolidSteel®) sob intensidade de
iluminagio de 100 pmol fétons.m 2 s1, fotoperiodo de 12:12 h e temperatura constante de
27°C. A inoculagdo em torno de 50 + 12,5 mg.L ! de microalga foi realizada por meio de 5
alcadas retiradas de diferentes pontos da cultura (Medeiros et al., 2024; Dos Santos et al., 2024;
De Andrade et al., 2024).
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Em relacdo a espécie de fungo filamentoso, se utilizou o Cladosporium haloterans
isolado por Santos (2023) de um sistema aberto de tratamento de efluente de laticinio pela
Tetradesmus obliquus e, posteriormente, identificado a partir de uma caracterizacdo molecular,
realizada em trabalhos seguintes do grupo de pesquisa. A cepa em questao foi mantida em meio
Sabourard, esterilizado a 121°C, 1 atm por 15 min em autoclave, e ap6s seu crescimento, com
um periodo de 10 a 14 dias a temperatura ambiente, os esporos foram coletados em solucéo
estéril de Triton 0,1% para formacao da suspensao de esporos. Em seguida, utilizando o método
de contagem em camera de Neubauer, a concentracdo de esporos foi quantificada, permitindo
que a concentracio de esporos no efluente fosse de 10 esporos. ML Lefiuente (Medeiros et al.,
2024; Dos Santos et al., 2024; De Andrade et al., 2024).

4.2 Efluente

O soro do leite foi coletado da Ducamp fabrica de produtos de laticinios situada no
municipio de Macei6 — Alagoas, em setembro de 2023. E proveniente da producdo de queijo.
Foi conduzido ao Laboratério de Bioprocessos (LABIO), localizado no Centro de Tecnologia
da Universidade Federal de Alagoas, onde passou por um tratamento primario para a remogao
de sélidos suspensos. O efluente foi armazenado em temperatudas entre -18 a -12 °C até ser
inserido ao processo. As concentracfes de carga organica do efluente foram semelhantes as
reportadas na literatura, correspondendo as cargas organicas tipicas de tratamentos terciarios.O
efluente foi suplementado com nitrogénio no formato de sulfato de aménio NH3(S0O4)2 (10 g.L”
1y (Medeiros et al., 2024; Dos Santos et al., 2024).

4.3 Planejamento Experimantal

O desenvolvimento experimental foi formulado para analisar a influéncia das variaveis
independentes: carga organica, intensidade luminosa e taxa de aeragdo em trés niveis (alto,
central e baixo) na eficiéncia na remocao dos contaminantes do soro do leite DQO, NT e FT,
considerados variaveis dependentes (Figura 8). Os niveis escolhidos foram baseados na faixa

de valores encontrados na literatura discutidos na secéo 3.2.1.
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Tabela 8 - Varidveis independentes e niveis investigados no experimento.

Niveis
Fatores -1,76 -1 0 +1 +1,76
Carga Organica como 500 1200 2100 3000 3900
DQO (mg.L1)*
Intensidade Luminosa (umol.m2.s?) 12 50 100 150 188
Taxa de aeracdo (vvm) 1,12 1,5 2 2,5 3

DQO: Demanda Quimica de Oxigénio. Embora a carga organica representada pela DQO seja utilizada nesse
trabalho, é importante enfatizar que ela vem acompanhanda de uma concentracdo de nitrogénio total e de fésforo
total, também distribuidos de forma proporcional entre os niveis.

Fonte: Autora (2024).

O modelo escolhido para o estudo foi o Planejamento Composto Central que resultou
em 16 combinagOes de carga orgéanica, intensidade luminosa e taxa de aeracdo. Ao fim dos
experimentos, foram realizadas analises estatisticas dos dados levantados, utilizando a analise
de variancia (ANOVA), software Statistica e Python com o intuito de avaliar o modelo

matematico obtido.

4.4 Sistema de Tratamento

A configuracdo utilizou frascos vitreos cilindricos Drechsel de 500 mL (60 mm de
didmetro externo), os quais simularam o comportamento de um reator tubular aerado e
receberam 400 mL de volume do efluente (Volume dutil). Os biorreatores contaram com o
fornecimento de iluminacdo artificial lateral (Plafon LED 25W 6500K), medida com um
radidmetro Delta Ohm 2302, e aeracdo constante fornecida aos sistema através do uso de um
compressor (JEBO 660, 2 L.min%), sendo a vazdo de ar mensurada por um medidor de vazéo
(LTZ-6T M-6) e controlada (Medeiros et al., 2024). O tempo de tratamento foi de 4 e 7 dias,
com coletas no inicio e no final do processo, e o pH foi mensurado ao longo do tratamento e
ajustado para 7,5 quando necessario (Medeiros et al., 2024; Dos Santos et al., 2024; De Andrade

et al., 2024) O sistema de tratamento é mostrado na Figura 10.
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Figura 10 - Sistema de tratamento de soro do leite em um reator coluna de bolhas com intensidade
luminosa constante.

Fonte: Autora (2025).

4.5 Caracterizacao fisico-quimica

Foram quantificados a demanda quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio total (NT),
fosforo total (FT) e pH. Apds a coleta, as amostras passaram por centrifugacao a 3.500 rpm por
30 minutos (Centrifuga ACB Labor Dry-Bloch) para separar a fase sélida (lodo microbiano) da
liquida (efluente tratado). Para remover eventuais sélidos residuais, o efluente tratado foi
filtrado em filtros de PES (polietersulfona) hidrofilico e de acetato de celulose de 0,45 e 0,22
pm, respectivamente (Medeiros et al., 2024; Dos Santos et al., 2024; De Andrade et al., 2024).

4.5.1 Método de digestdo com dicromato — Determinag¢do da demanda quimica de oxigénio

Os tubos de ensaio foram lavados com H2SO4 20% (v/v) para eliminar interferentes de
amostras anteriores. Em seguida, foram adicionados aos tubos 2,5 mL da amostra, 1,5 mL da
solucdo de digestdo (dicromato de potéssio e sulfato de mercurio) e 3,5 mL do reagente de acido
sulfurico (sulfato de prata diluido em &cido sulfarico) (AOAC, 2002). Os tubos foram agitados
e inseridos no bloco digestor a 150°C por 2 horas. Apos o periodo de digestdo, as amostras
foram agitadas, resfriadas e submetidas a leituras no espectrofotdmetro com comprimento de
onda de 600 nm (Shimadzu, UVmini 1240). Os valores de absorbancia foram inseridos na

Equacdo 3 (R?=0,99) para obtencdo da quantidade de DQO presente na amostra.
DQO (%)= 3059,5 * Abs * Diluicio Eq (3)
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Onde: Abs = Valor da Absorbéncia obtida em espectrofotometro;
Diluigéo = Dilui¢do da amostra.

4.5.2 Método de Kjeldahl adaptado — Determinacéo de nitrogénio total

Para amostras de menores concentragdes de nitrogénio total, primeiramente, tivemos a
etapa de digestdo que visa pipetar em tubos de Kjeldahl 7,5 mL da amostra com pH ajustados
entre 6 e 8, com 10 mL da solucdo reagente e 4 a 5 contas de vidro. Os tubos devem ser levados
a digestdo em 285°C ate mudarem a tonalidade. Em seguida, ocorre a etapa de destilagdo onde
se deve transferir 30 mL de &gua para os tubos de Kjeldahl com amostras a temperatura
ambiente. Em seguida, deve-se inserir 10 mL de Hidréxido-Tiossulfato ao destilador e no
mesmao adicionar um erlenmeyer contendo 10 mL de absorvente de acido bérico (Apha; Awwa;
Wef, 2017). E por fim, iniciar a destilacdo. Para terminar, a amostra destilada deve ser titulada
com &cido sulfarico 0,002N até sua viragem. Os valores obtidos devem ser substituidos na
Equacéo 4.1.

NT (%) — (Va—0,27);( 09x28 Eq (4.1)

Onde:

Va— Volume da solucdo de &cido sulfurico gasto na titulagdo da amostra, em mililitros;

Para amostras com maiores concentracdes de nitrogénio total, foi utilizada uma
adaptacdo do Método de Kjeldahl para efluentes agroindustriais (Medeiros et al., 2024; Dos
Santos et al., 2024), assim, 5 mL da amostra, 1g de mistura cataliticae 10 mL de &cido sulfirico
PA sdo adicionados em tubos de Kjeldahl e em seguida aquecidos em bloco digestor a 310°C
(TECNAL, modelo TEOO7 MP). Apds a digestdo sdo adicionados aos tubos um pouco de agua
destilada e 2 gotas de fenolftaleina 1% para a etapa de digestdo no destilador de nitrogénio
(TECNAL, modelo TE-0363), NaOH 40% é inserido aos tubos pelo destilador até mudanca de
pH (mudanca da coloracéo para rosa). Sao coletados 100 mL de amostra em um erlenmeyer de
250 mL, contendo 25 mL de &cido borico 4%, 2 gotas do indicador vermelho de metila 0,25%
e 2 gotas do indicador verde de bromocresol 0,2%. Por fim, a solugéo do erlenmeyer foi titulada
com &cido cloridrico 0,001 N padronizado (Apha; Awwa; Wef, 2017). A equacdo utilizada é

mostrada abaixo.

Vax0,01x1400

- Eq (4.2)

mg _
NT () =
Onde:
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Va—Volume da solucéo de acido cloridrico gasto na titulagdo da amostra, em mililitros;

4.5.3 Método do acido ascorbico — Analise de fosforo total

Em tubos de ensaio foram adicionados 1 mL de &gua destilada, 1 mL da amostra
previamente filtrada e 0,4 mL da solucdo desenvolvedora de cor. Ap6s 30 min, é realizado a
leituras em espectrofotometro com comprimento de onda de 706 nm (Shimadzu, UV-mini
1240) (Apha; Awwa; Wef 2017). Os resultados obtidos sdo substituidos na Equacdo 5
(R2=0,99).

FT (%): 9,0492 * Abs * Diluicio Eq (5)
Onde: Abs = Valor da Absorbéncia obtida em espectrofotémetro;
Diluigéo = Dilui¢do da amostra.

4.5.5 Determinacdo e acompanhamento do pH

Relizado através de um pHmetro previamente calibrado (tampdes pH 4,0 e pH 7,0) de
acordo com as instrugbes do manual do fabricante (TECNAL). O acompanhamento foi
realizado diariamente utilizando o pHmetro, sendo ajustado quando necessario para 7,5 com
hidroxido de sédio (NaOH) a concentracdo de 0,01 N (Medeiros et al., 2024; Dos Santos et al.,
2024; De Andrade et al., 2024).

4.6 Validacdo do modelo matematico

Os modelos matematicos obtidos forneceram um ponto étimo de tratamento do soro do
leite e valores residuais de DQO, FT e NT. Visando a validacdo destes modelos, o sistema de
tratamento foi montado conforme o descrito na sec¢do 4.4, com as condic¢des de carga organica,
intensidade luminosa e aeracdo fornecidas pelo modelo.

Por fim, a concentracdo de poluentes residuais foi medida e comparada com os valores
fornecidos pelos modelos matematicos, para avaliar a sua coeréncia. Além disso, os resultados
obtidos foram comparados com um sistema de tratamento de controle, que utiliza apenas 0s
contaminantes naturais presentes no efluente para a remocdo de DQO, FT e NT. (Geed; Verma
et al. 2024; Medeiros et al., 2024).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo os resultados parciais serdo ilustrados e discutidos, iniciando com a
caractetizacdo do soro do leite, seguido da influéncia dos fatores no tratamento biolégico do
soro do leite e da analise da influéncia do pH. Por fim, é discutido as anélises estatisticas e a

metodologia de superficie de resposta.

5.1 Cargas organicas do efluente de soro do leite

Na Tabela 9, temos as caracteristicas fisico-quimicas em diferentes cargas organicas que

foram utilizadas no trabalho para o planejamento composto central.

Tabela 9 - Tabela com os valores de carga organica inicial e propor¢do de DQO e NT para cada nivel do
planejamento composto central.

Niveis -1,76 -1 0 +1 +1,76
DQO (mg.LY) 504,82+3,82 1200,85+11,4 2019,27+7,65 3044,2+7,65 3946,76+15,30
FT (mg.L?) 6,009+0,04 12,13+0,09 24.03+0,02 28,37 £0,02 53,662+0,136

NT (mg.L™")  3164+050 86,80+0,10 118,30+0,15  16520£0,10 188 79+0,20

DQO:NT 16 14 17 18 21
pH 6.02+0.16

DQO: Demanda Quimica de Oxigénio; FT: Fésforo Total; NT: Nitrogénio Total,
DQO:NT: Relacdo de Demanda Quimica de Oxigénio e Nitrogénio Total
Fonte: Autora, (2025).

A concentracdo de carga organica em cada nivel do estudo se assemelha ao residual
observado em processos de tratamento anaerobio. Charalambous et al. (2020), ao tratar soro de
leite com uma concentragao inicial de DQO de 61.870 mg.L™' em um ciclo de 91 dias, obteve
valores residuais de DQO entre 3.154 e 612 mg.L'. Da mesma forma, Dereli et al. (2019),
registrou uma DQO residual de 2.920 mg.L ™ ao tratar soro de leite em um biorreator anaerébio
com carga organica inicial de 29.200 mg.L'. Esses resultados indicam que o tratamento
anaerdbio do soro de leite, embora eficiente na remocdo de matéria organica, ainda demanda
de uma etapa de tratamento posterior (tratamento terciario), como um processo aerébio, por
exemplo, que consegue remover tanto matéria organica como nutrientes, fazendo com que o
efluente tratado possa atingir as condic¢des ideiais de descarte das legislacdes vigentes.

Adicionalmente, como esse estudo se prop6e a melhorar a eficiéncia do processo
remediativo, é importante a principio buscar um balanceamento dos compostos (DQO, FT e
NT) presentes no efluentes utilizado, para que assim 0s microrganismos consigam crescer

efetivamente e ndo acontega 0 consumo excessivo de um composto enguanto outros
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permanecam no meio sem serem biodegradados. Os resultados de Gurd; Villa; Jefferson (2020)
mostraram que no tratamento de efluentes a relacdo entre DQO:NT pode interferir na
degradacédo dos poluentes. Nishshanka et al., (2023) reforca a necessidade de suplementacéo
para um bom crescimento de biomassa, em especial da microalga, assim como Sar et al. (2020),
que reduziu o tempo de crescimento de fungos filamentosos ao suplementar 0 meio com
nitrogénio no formato de nitrato de sédio NaNOgz. Sendo assim, neste trabalho a relagéo

DQO:NT foi mantida proximo de 20 para garantir a eficiéncia do processo (Diaz et al., 2019).

5.2 Influéncia dos fatores no tratamento bioldgico do soro do leite

Inicialmente, serdo discutidos os resultados obtidos para o tratamento bioldgico do
efluente de soro do leite ao longo de 7 dias. A Tabela 10 apresenta os dados obtidos.

Verificou-se que maiores concentracdes de carga organica nos pontos axiais resultam
em uma maior eficiéncia na remocédo de DQO. Para uma carga organica de 3687 mg.L!, a
remocao atingiu 84,30%, enquanto para uma carga de 512 mg.L %, a remocéo foi de 75,08%.
No entanto, a carga residual de DQO para a maior concentracéo foi de 619,55 mg.L™!, enquanto
para a menor atingiu 123,91 mg.L, sugerindo que menores concentracdes de carga organica
tendem a resultar em menores poluentes residuais. Esse comportamento pode ser atribuido ao
consumo de nutrientes dentro do mesmo intervalo de tempo, restando menos compostos para
cargas organicas menores em comparacdo a meios com elevada concentracdo de nutrientes
(Negi; Das, 2023; Maltsev; Kulikovskiy; Maltseva, 2023).

O mesmo padrdo foi observado na remocdo de fosforo total (FT) sob as mesmas
condigdes. A concentracdo de FT de 6 mg.L™ obteve um residual de 0,66 mg.L™ e removendo
88,87%, ja a carga de 53,66 mg.L™ removeu 96,48% restando1,89 mg.L. Medeiros et al.
(2024) estudou a remocao de DQO, FT e NT de um co-cultivo microalga-fungo em cargas
organicas de 1940 mg.L(C1) e 223 mg.L* (C2) com 7 dias de tratamento, obtendo uma taxa
de remocdo de 93,7%,77,1% e 91,7% para a remocdo de DQO, FT e NT, respectivamente, para
a primeira concentragéo e de 53,8%, 62,9% e 90,9% para a segunda, entretanto as concentragoes
residuais de poluentes foram menores na concentragio C2, sendo 103,78 mg.L?* para DQO,
4,83 mg.L*! pata NT e 0,3 para FT, enquanto para a C1, os residuais foram 121 mg.L™, 60,88
mg.L? e 1,05 mg.L?, para DQO NT e FT, respectivamente. Desse modo, vemos que embora
para as cargas residuais maiores tenham uma maior percentual de remocao, isto ndo implica no

alcance das normas legislativas para as concentracdes de poluentes residuais.
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Tabela 10 - Resultados da DQO residual, FT residual e NT residual do tratamento do soro do leite durante 7 dias.

Exp Carga Organica Luz Taxa de aeracéo DQO FT NT
(mg.L?) (umol.m2. s1) (vwm)
Codificado Real Codificado Real Codificado Real Residual % Residual % Residual %
1 -1 1200 -1 50 -1 1,5 102,49+0,76  91,46+0,00 0,05+0,00 99,55+0,01  7,56+0,09 91,51+0,00
2 -1 1200 -1 50 +1 2,5 159,09+3,06 86,75+0,01 0,63+0,01 94,81+0,00 10,08+0,13 88,68+0,00
3 -1 1200 +1 150 -1 1,5  163,68+0,76 86,37+0,02 0,19+0,00 98,28+0,02  9,24+0,11 89,62+0,01
4 -1 1200 +1 150 +1 2,5  230,99+3,82 80,76+0,00 0,55+0,00 95,45+0,00  5,04+0,06 94,34+0,04
5 +1 3000 -1 50 -1 1,5 338,67+1,91 88,82+0,04 3,34+0,05 88,23+0,00 58,80+0,73  65,30+0,00
6 +1 3000 -1 50 +1 2,5  382,44+0,00 97,44+0,05 0,87+0,00 96,92+0,01  96,60+1,2 42,99+0,05
7 +1 3000 +1 150 -1 1,5  420,68+7,65 86,18+0,01 3,87+0,01 86,36+0,00 57,40+0,71  66,12+0,00
8 +1 3000 +1 150 +1 2,5  455,10+9,56 85,05+0,00 1,29+0,00 95,45+0,01 47,60+0,60  71,91+0,00
9 -1,76 512 0 100 0 2 123,91+0,76  75,08+0,00 0,66+0,05 88,87+0,00  4,70+0,06 85,50+0,02
10 +1,76 3687 0 100 0 2 619,55+0,00 84,30+0,02 1,89+0,03 96,48+0,04 68,60+0,86  64,57+0,01
11 0 2100 -1,76 12 0 2 203,71+153  84,88+0,03 2,52+0,00 89,51+0,01 42,28+053  65,15+0,00
12 0 2100 +1,76 188 0 2 215,69+7,00 88,90+0,05 1,62+0,00 93,25+0,03 49,00£0,61  59,62+0,04
13 0 2100 0 100 -1,76 1,12 615,72£191 69,74+0,01 1,79+0,01 92,54+0,00  39,20+0,5 67,69+0,00
14 0 2100 0 100 +1,76 3 611,90+0,00 69,92+0,00 0,59+0,05 97,53+0,00 29,54+0,37 75,65+0,00
15 (R) 0 2100 0 100 0 2 319,72+0,76  84,29+0,00 0,75+0,00 96,89+0,00 23,66+0,60 80,50+0,00
16 (R) 0 2100 0 100 0 2 317,42+43,82 81,20+0,00 0,70+0,00 97,10+0,00 22,54+0,28 81,42+0,01

Fonte: Autora (2025).
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Em relagdo a influéncia da aeracdo na remocdo de DQO, nas aeracOes de 3 vvm a
remogéo de DQO atingiu cerca de 69 % com concentracdo residual de 611,9 mg.L™%, enquanto
em uma mesma condi¢do de carga organica a aeracdo de 2 vvm atingiu 84 % de remocéo e
concentracéo residual de 317,42 mg. L. Este comportamento condiz com o apresentado pela
literatura, visto que altas taxas de aeragcdo ocasionam maior agitagcéo no sistema, aumentando a
tensdo de cisalhamento, causando danos as células fungicas, principais responsaveis pela
biodegradacao de carga organica. Ademais, a aeracao de 1,12 vvm demonstrou uma remocao
de cerca de 69% e residual de 615,72 g.L*, dado que possui menor concentragdo de oxigénio
dissolvido no meio, elemento essencial para a respiragdo celular dos fungos filamentosos.
Também, a aeracdo fornece uma menor turbuléncia do sistema, fazendo com que o0s
microrganismos ndo acessem toda o liquido do reator de forma uniforme (Chilakamarry et al.,
2022; Li et al., 2022).

O crescimento do fungo Penicillium citrinum e a remocao de DQO de &guas residuais
de fabricas de papel (3250 mg L) foi estudado por Namboodiri et al. (2022) em aeracdes de
0,5 vwm, 1 vwwm e 2 vwm. As maiores aeracGes de 1 e 2 vvm apresentaram resultados
satisfatorios com o maximo de crescimento de biomassa de 933 mg L™ e 71% de remoc&o
maxima de DQO (DQO residual proximo de 942,5 mg.L™) para a aeracdo de 2 vvm. Os dados
obtidos neste trabalho também demonstram que a DQO residual é menor para aera¢des de 1,5
vvm em comparagdo a aeragdo de 2,5 vvm. Lin et al. (2006) estudou o crescimento do
Penicillium citrinum em aeracdes de 0,5 a 2,5 vvm, obtendo crescimento satisfatério da
biomassa para a aeracdo de 1 e 2 vvm, sendo a de 1,5 vvm com maior crescimento, e menor
crescimento para as aeracoes de 0,5 e 2,5 vvm. De Andrade et al. (2023) cultivou a microalga-
fungo em consarcio para o tratamento de dgua produzida de petréleo utilizando a aeracdo de
1,5 vwm e alcancando remocdes entre 90 e 95% de hidrocarbonetos de petréleo (312 a 2.500
mg L.

No que se refere a influéncia da intensidade luminosa na remocéo de DQO, observa-se
que a remog¢ao foi maior nos pontos axiais (12 ¢ 188 umol.m2.s™') em comparagao ao ponto
central (100 pmol.m2.s™'). Esse comportamento pode ser explicado pela capacidade da
microalga de realizar mixotrofia em condig¢Oes de escassez luminosidade ou em condicdes de
estresse celular, como o excesso de alta luminosidade, desse modo a DQO passa a ser
consumido tanto pela microalga como pelo fungo filamentoso, aumentando a eficiéncia do
processo (Maltsev; Kulikovskiy; Maltseva, 2023). Kiran e Mohan (2022) cultivaram a

microalga Tetradesmus sp. sob condi¢gdes mixotroficas com iluminagdo de 200 pmol.m2.s™!
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com intervalos de claro:escuro de 12:12h obtendo um alto rendimento de biomassa. Do mesmo
modo De Andrade et al. (2023), utilizou a Tetradesmus obliquus para remocdo de DQO de
efluente de laticinios (528 a 2.115 mg.L ™) durante 14 dias em diferentes condi¢des luminosas,
obtendo melhores resultados nas intentidades de 100 e 200 pmol.m2.s™! atingindo cerca de 80%
de remoc¢do. Xu et al. (2022) tratou aguas residuais com co-cultivo de microalga e fungo
Chlorella vulgaris e Pleurotus geesteranu em intensidade luminosa de 200 pmol.m2.s™* com
DQO inicial de 1.215,9 mg.L™ reduzindo para cerca de 170 mg.L™* com taxa de remoc&o de
86% em 7 dias de tratamento. Wang et al. (2022) aumentaram a eficiéncia da remocéo de DQO
cultivando Chlorella pyrenoidosa e Aspergillus oryzae em &guas residuais de amido a
intensidade luminosa de 30 umol.m ~2s * reduzindo de 12.266 a 971,92 mg.L*! e taxa de
remocao de 92,08% em 3 dias de tratamento.

Da mesma forma, nos pontos fatoriais (de -1 e +1), a remocao foi superior nas condicdes
de 50 umol.m2.s' em comparacdo a 150 pmol.m2s™" indo de acordo com os estudos de
Maneechote et al., (2023), onde a microalga Scenedesmus sp. foi co-cultivada com o fungo
filamentoso Aspergillus tubingensis em intensidade luminosa de 55 pmol.m2.s™! para o tratar
efluentes secundarios de agroindUstrias com cargas organicas entre 4.758 e 3.933 mg.L*
obtiveram uma remogao de DQO de 79 a 95%, respectivamente.

A influéncia da intensidade luminosa no consumo de FT foi mais evidente nas
intensidades de 12, 188 ¢ 100 umol.m2.s™?, resultando em concentracdes residuais de FT de
2,52 mg.L?, 1,62 mg.L!' e 0,7 mg.L"!, respectivamente. Conforme a literatura, em baixas
intensidades luminosas, a microalga consome menos fosforo devido a predominancia da
mixotrofia. Além disso, a remocéo de fosforo também € reduzida em intensidades luminosas
proximas de 200 pmol.m2s!, possivelmente devido a fotoinibicdo, que no caso da
Tetradesmus obliquus, ocorre em torno de 150 pmol.m2.s! (Martinez-Ruiz et al., 2023). A
fotoinibicdo das microalgas pode ser mitigada pelo seu co-cultivo com outros microrganismos,
como em Chen et al. (2022), que co-cultivou bactérias e microalgas para estas apresentarem
maior resisténcia ao estresse de luz, o mesmo pode ser realizado pelos fungos filamentosos
através da co-pelletizacdo com as microalgas (Whang et al., 2022), assim é possivel que a
microalga tenha continuado removendo os nutrientes em condicGes de estresse, porém com
menor eficiéncia quando comparado a pontos abaixo de sua saturacao.

Um comportamento similar ao de FT foi observado para a remocdo de NT, com
residuais de 49 mgL™ e 23 mgL? para 188 e 100 pmol.m2.s!, respectivamente. Mas para a

remogdo de NT em 12 pmol.m2.s™! o residual foi de 42,28 mg.L™. Isto, de acordo com Su,
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Yanyan (2021) pode ocorrer devido que as microalgas podem realizar uma “captura subita” de
nitrogénio organico na escassez de luz.

Nos pontos axiais de aeracdo de 1,12 e 3 vvm, tanto para FT quanto para NT, observou-
se uma maior concentracdo residual em condicGes de baixa aeracdo (FT residual 2,49+0,01
mg.L; NT 56,14+0,7 mg.L™Y). Em contrapartida, & medida que a aeracdo aumenta, a
concentragdo residual tende a diminuir (FT residual 0,14+0,01 mg.LY; NT 49,700, 62 mg.L"
1. Isso ocorre porque, em taxas de aeragdo mais baixas, ha uma maior decantacio da biomassa,
impedindo seu contato efetivo com o restante do efluente e, consequentemente, dificultando
sua assimilacdo. J& em aeragdes mais elevadas, a intensificacdo da transferéncia de massa
favorece a absorgéo e conversdo dos nutrientes de maneira mais eficiente (Gu et al., 2023).

Nos pontos fatoriais, a aeracdo para FT apresentou melhores resultados com 1,5 vvm
para concentragdes de 1200 mg.L™, enquanto para concentragdes de 3000 mg.Lt, a melhor
aeracdo foi de 2,5 vvm. Acredita-se que a alta carga organica e a maior quantidade de biomassa
fangica podem reduzir a disponibilidade de luz para as microalgas por dificultarem a passagem
de luz no reator dando o efeito de sombreamento (Cui et al., 2020; Del Olmo et al., 2022). No
entanto, Raeesossadati et al. (2014) destacam que a injecdo de ar no sistema melhoram a
uniformidade na distribui¢do da biomassa, facilitando a penetracdo da luz para as células de
microalgas. A dindmica do fluido no reator permite que as microalgas transitem entre regioes
de maior e menor iluminacéo, otimizando a eficiéncia fotossintética (Cui et al., 2020; Del Olmo
etal., 2022; Liu et al., 2024).

Em se tratando do tratamento de 4 dias, Tabela 11, o mesmo apresentou um
comportamento similar ao anterior, entretanto ao compararmos os resultados finais é
perceptivel 0 aumento de compostos residuais em alguns casos no tratamento do dia 4 ao dia 7,
principalmente nos pontos axiais. Em relacdo ao ponto axial -1,76 (DQO inicial 512 mg.L?;
FT inicial 6,00 mg.L; NT inicial de 31,64 mg.L?), o aumento de DQO, FT e NT, é
compreensivel dada a pouca disponibilidade de nutrientes no meio, podendo acarretar na lise
celular, fazendo com que compostos assimilados retornem ao meio (Shivakumar et al., 2024).

Para a intensidade luminosa de 188 umol.m2.s™!, ocorreu um retorno de fdésforo ao
sistema, que pode ter sido ocasionado pelo estresse celular da microalga que, embora protegida
pelos pellets fungicos, ainda esta em condi¢cfes acima de seu ponto de saturacéo da Tetradesmus
obliquus de 150 pmol.m2.s7!. A volta de fosforo também ¢é observada em outras condi¢cdes com
aeracOes maiores, isto ocorre pela capacidade de dissolucdo de fosforo no meio pela alta

concentracdo de oxigénio dissolvido (Satpati et al., 2023; Leng et al., 2021).
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Tabela 11- Resultados da DQO residual, FT residual e NT residual do tratamento do soro do leite durante 4 dias.

Carga Organica Luz Taxa de aeracéo
Exp (mg.L) (umol.m?. s1) (vwm) beoe T NT
Codificado Real Codificado Real Coadificado Real Residual % Residual % Residual %
1 -1 1200 -1 50 -1 1,5 168,27£1,8 89,98+0,00 0,08+0,00 99,37+0,00 10,08+0,13 88,68+0,00
2 -1 1200 -1 50 +1 2,5 210,34+1,91 82,48+0,01 0,11+0,01 99,07+0,00 26,88+0,34 69,81+0,05
3 -1 1200 +1 150 -1 1,5 179,75+1,91 85,03+0,00 0,12+0,00 98,99+0,00 13,44+0,17  84,90+0,01
4 -1 1200 +1 150 +1 25 275,36+3,82 77,07£0,02 0,14+0,01 98,88+0,01  6,72+0,08 92,45+0,04
5 +1 3000 -1 50 -1 1,5 237,11+3,82 92,21+0,00 0,89+0,00 96,86+0,00 106,40+1,33  37,20+0,00
6 +1 3000 -1 50 +1 2,5 443,63+5,74 85,43+0,05 0,44+0,01 98,44+0,02 124,60+1,55  26,46+0,03
7 +1 3000 +1 150 -1 1,5 290,65+7,65 90,45+0,00 0,73+0,00 97,43+0,00 65,80+0,82  61,17+0,00
8 +1 3000 +1 150 +1 2,5 42833+7,65 85,93+0,04 0,21+0,00 99,25+0,00 46,20+0,60  72,73+0,00
9 -1,76 512 0 100 0 2 58,13+0,00 88,31+0,02 0,07+0,02 98,86+0,00  6,72+0,08 79,29+0,03
10 +1,76 3687 0 100 0 2 902,55+15,3 77,13+0,03 13,91+0,01 74,07+0,00 135,80+1,69  29,87+0,05
11 0 2100 -1,76 12 0 2 348,02+1,53 82,09+0,00 5,25+0,28 78,11+0,05 47,60+0,59  60,77+0,01
12 0 2100 +1,76 188 0 2 260,06+6,88 86,61+0,01 0,17+0,07 99,30+0,00 57,82+0,72  52,35+0,04
13 0 2100 0 100 -1,76 1,12 558,36+3,82 72,56+0,00 2,49+0,01 89,64+0,00 56,14+0,7 53,73+0,00
14 0 2100 0 100 +1,76 3 485,70+5,74 76,13+0,03 0,14+0,01 99,42+0,00 49,70+0,62 59,04+0,01
15 (R) 0 2100 0 100 0 2 386,26+1,91 81,02+0,05 0,35+0,01 98,27+0,00 47,18+0,58 61,12+0,00
16 (R) 0 2100 0 100 0 2 383,48+1,53 83,61+0,00 0,32+0,00 98,68+0,00 47,60+0,59 60,77+0,00

Fonte: Autora (2025)
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Na aeragdo de 1,12 vvm, ocorre um aumento de DQO residual, isto pode ocorrer pela
falta de oxigenacdo necesséria para a respiracdo fangica, enquanto na aeragdo de 3 vvm, 0s
pellets de microalga-fungos sdo severamente atingidos, explicando o retorno de DQO e fosforo
ao sistema (Chu et al., 2021; De Andrade et al., 2022).

5.3 Influéncia do pH no tratamento biol6gico do soro do leite

Durante o cultivo consorciado de microalgas e fungos filamentosos, o pH desempenha
um papel fundamental, enquanto as microalgas necessitam de um ambiente alcalino para seu
desenvolvimento, os fungos filamentosos liberam acidos orgéanicos, acidificando o meio. No
entanto, as microalgas utilizam parte destes cidos em seu metabolismo, enquanto 0os compostos
acidos restantes garantem que o meio ndo fique alcalino ao decorrer do crescimento da
microalga, resultando na neutralizacdo do pH (Chilakamarry et al., 2022; Chowdury; Nahar;
Deb, 2020; Chu et al., 2021).

A Figura 11, mostra que para todas as condi¢des estudadas, houve inicialmente um
decaimento do pH devido ao crescimento fungico, que ocorre mais rapidamente, pelo fato deste
ser nativo ao soro do leite, tendo adaptacdo natural a temperatura, pH e composicéo fisico-
quimica do meio de cultivo, assim, para auxiliar o desenvolvimento das microalgas durante este
periodo, o pH foi ajustado para 7,5 até o terceiro dia de tratamento (Vaishnavi, Thamaraiselvi,
Vasanthy 2019; Taluskdar et al., 2020; Ralajaksmi et al., 2023).

Figura 11 - Valores do pH para os 16 reatores em diferentes condi¢es ambientais para o tratamento do soro do

leite
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Fonte: Autora (2025).
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O pH atinge a estabilidade apenas a partir do quarto dia de tratamento, indicando
melhores condicGes para as microalgas e o alcance dos padrdes de lancamento de efluente em
corpos d’agua estabelecidos pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) na

resolucdo n° 430 de 2011, que determina o parametro de pH entre 5e 9.

5.4 Influéncia da taxa de aeracdo na formacéao e pellets

A formacao de pellets é de grande importancia para o tratamento de efluentes por
proporcionar a recuperacao da biomassa microbiana por meio da biofloculacdo, uma maneira
econdmica e eficaz que possibilita o reuso da biomassa, rica em compostos importantes para a
indUstria, como lipideos e carboidratos. A oxigenagdo necessaria para o desenvolvimento de
pellets também é um fator importante no sistema de tratamento, visto que os fungos
filamentosos realizam respiracdo para seu crescimento e atividade metabdlica (Satpati et al.,
2023).

A agitacdo fornecida pela taxa de aeragdo é um influenciador crucial para a formagéo
de pellets, visto que para aera¢cdes muito baixas pode ndo ocorrer a adesdo das hifas nas células
fangicas, enquanto para aera¢fes muito altas pode acontecer a quebra ou ndo formacédo de
pellets pela alta tensdo de cisalhamento, em ambos 0s casos a ndo formacéo de pellets fungicos
faz com que néo haja a captura das microalgas pelos mesmos (Wu et al., 2023; Satpati et al.,
2023; Chu et al., 2021). A adesdo das microalgas as hifas fungicas dos pellets obtidos neste

estudo sdo mostrados na Figura 12.

Figura 12 - Imagens no microscépio da aderencia de células de microalgas pelas hifas fangicas.

Fonte: Autora (2025).
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Para o reator coluna de bolhas em escala laboratorial foi percebido que aeragdes de 1,12
vvm ndo ocorreu a formacdo de pellets por ndo ofertar uma agitagdo suficiente para a
aglomeracéo celular, ocasionando decantacdo de uma grande quantidade de biomassa (Figura
13a), enquanto para aeracdes de 3 vvm ocorreu a quebra de pellets ocasionada pela alta tensao
de cisalhamento no meio (Figura 14e), como discutido nos artigos de Maiorano et al., (2020) e
Buffo et al., (2020).

Figura 13 — a) Biomassa decantada sem a formac&o de pellets no reator coluna de bolhas com aeragéo de 1,12
vvm b) Biomassa pelletizada e ndo decantada no reator coluna de bolhas com aeracéo de 1,5 vvm.

Fonte: Autora (2025).

Aeracbes entre 1,5 (Figura 14a) e 2 vvm (Figura 14b) foram as mais eficazes para a
formacao de pellets esféricos e concisos com diametros variando em média entre 0,1 e 0,2 mm.
Os resultados condizem com os estudos de Buffo et al., (2022) e Namboodiri et al., (2022) para
aeracOes de 1,4 e 2 vvm. Para aeracgdes de 2,5 vvm ocorreu a formacgédo de pellets um pouco
mais robustos e quebradicos como previstos em Maldonado et al., (2024) e El-moslamy et al.
(2023) (Figura 14c).

Figura 14 - Imagens de pellets fangicos. a) reator de aera¢do 1,5 vvm b) reator de aeracdo 2 vvm c) reator de
aeracdo 2,5 vvm d) reator de aeracdo 1,12 vvm e e) reator de aeracdo 3 vvm.

Fonte: Autora (2025).
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5.5 Andlise estatistica e otimizacao pelo método de superficies de resposta

Os dados obtidos nos experimentos seguindo o planejamento composto central para o
tratamento de 7 dias propuseram um modelo polinomial apresentado nas Equacdes 6, 7 e 8 para
DQO, FT e NT, respectivamente, onde CO representa a carga organica, enquanto Luz se refere

a intensidade luminosa e AE equivale a aeracao.

DQO residual modelo 1 = 891,96 + 0,18 * CO + 3,39 * Luz — 0,02 * Luz® — 1128 *
AE + 295,56 * AE? — 0,01 * CO * AE + 0,01 * Luz * AE Eq (6)

FT residual modelo 1 = 0,003 x CO — 0,0355 * Luz + 0,00016 * Luz? + 0,72 = AE +
0,512 * AE* — 0,00166 * CO * AE — 0,00162 * LUZ x AE Eq (7)

NT residual modelo 1 = 26,39 + 0,0021 * CO — 0,2024 * Luz — 0,0028 * LUZ? —
42,14 x AE + 13,32 * AE* — 0,0001 * CO = LUZ — 0,0082 * CO * AE — 0,2716 * LUZ *
AE Eq (8)

A equacdo da DQO residual do modelo 1 sugere que a aeracao tem o0 maior impacto na
remocao da DQO, seu coeficiente negativo do efeito linear (-1128) indica que uma maior
reducdo de DQO para aeracOes baixas ou médias, enquanto o termo quadratico (+295,56)
indicou que aeragdes muito altas podem diminuir este efeito.

Da mesma maneira, as variaveis de interacdo mostraram que a aeracdo pode ser
levemente influenciada pela carga organica e pela intensidade luminosa. Ademais, o termo da
luz linear (+3,39) indica que quanto maior a intensidade luminosa, maior serd a DQO residual,
entretanto o efeito quadratico (-0,02) indica que em certo ponto a intensidade de luz alta pode
reduzir a DQO residual. A carga organica linear (+0,18) demonstrou que 0 seu aumento causa
uma maior DQO residual. Diante disso, esta equagdo demonstrou condizer com os dados da
literatura e os discutidos na se¢édo anterior.

Se tratando da equacéo de FT residual do modelo 1, os coeficientes da aeragéo linear
(+0,72) e quadratico (+0,512), indicaram que o aumento da aeracdo pode causar prejuizo a
remocdo de FT. Além disso, a carga orgénica linear (+0,003) e a intensidade luminosa
quadratica (+0,00016) demonstraram que o0 seu aumento diminui a eficiéncia da remocéo de
FT, enquanto a interacéo da aeragdo com a carga organica (-0,000166) e a intensidade luminosa
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(-0,000162) mostrou beneficiar o processo, entretanto, embora sejam variaveis significativas,
seu coeficiente de regressdo apresenta valores muito inferiores quando comparado as outras
variaveis, o que faz com que sua influéncia seja menor em relacdo as demais.

Simultaneamente, o coeficiente linear da luz (-0,035) indica que o aumento da
intensidade luminosa é benéfico para a remoc¢éo de fosforo, 0 mesmo ocorre para NT que tem
no seu termo linear (-0,2024) de intensidade luminosa. Os termos da aerac¢ao tem significancia,
indicando que o0 aumento da aeracdo pode melhorar o tratamento (linear -42,14), entretanto o
termo quadratico positivo indica que ha um ponto em que este efeito pode ser revertido
(quadratico +13,32), comportamento similar a DQO. Os dados obtidos foram de acordo aos
discutidos na secdo anterior. A andlise de variancia (ANOVA) mostrado na Tabela 12 exp0e a
significancia das variaveis anteriormente citadas no nivel de confianca de 90% (p<0,1),
entretanto o efeito da significancia das variaveis pode mudar a depender do nivel de confianca
escolhido (Dos Santos et al., 2024; Klein et al., 2025; Bucialle et al., 2021).

Em relacédo a predicdo dos modelos matematicos, a equacao 1 para DQO apresentou um
R2 de 0,83 e um R adj de 0,60, o modelo para FT apresentou 0,88 e 0,71 para R2 e R adj,
respectivamente, por fim o0 RZ e R adj para NT foi de, respectivos, 0,90 e 0,76. Assim, valores
de R2 e R adj entre 0,8 e 1 sdo considerados bons ajustes do modelo. Valores inferiores a 0.75
indicam que pode haver dificuldades de predicdo do modelo para predizer o modelo
(Mooralitharan et al., 2021).

Desse modo, os polinémios obtidos para FT e NT do modelo 1 podem ser considerados
satisfatorios, 0 modelo de DQO apresenta confiabilidade de 83%, porém seu R adj sugere que
0 modelo pode ser melhorado, possivelmente avaliando outros fatores ou interagdes.

O gréfico dos valores previstos calculados a partir dos modelos matematicos para DQO
residual, FT residual e NT residual versus os valores reais obtidos no experimento sugerem que

ha uma tendéncia e confiabilidade entre estes.

Finalizadas as analises para verificar a confiabilidade dos modelos matematicos, as
superficies de resposta para DQO residual (Figura 16), FT residual (Figura 17) e NT residual
(Figura 18) foram obtidas.

As superficies de respostas foram analisadas com o intuito de estudar regides de
confianga com maior probabilidade de localizar o ponto 6timo, que seria baseado na diretiva
europeia com DQO residual para descarte abaixo de 125 mg.L?, FT residual de descarte abaixo
de 2 mg.L ™t e NT residual de 15 mg.L™* para o seu devido descarte (Diretiva 91/271/CE).

60



Tabela 12 - ANOVA para os modelos matematicos de DQO, FT e NT residuais com 7 dias de tratamento.

DQO R2=0,83 R adj=0,6 SQ GL MS ValorF Valor P
CO 231588,4 1 231588,4 87967,73 0,0021 Signigicante
COo? 160,5 1 160,5 60,97 0,0811 Signigicante
Luz 1585,4 1 1585,4 602,19 0,0259 Signigicante
Luz? 18009,2 1 18009,2  6840,70 0,0077 Signigicante
AE 2683,2 1 2683,2 1019,19 0,0199 Signigicante
AE? 56990,8 1 56990,8 21647,67 0,0043 Signigicante
CO*Luz 58,2 1 582 2212 01334 ;\i'gﬁiﬁcame
CO*AE 261,3 1 261,3 99,25 0,0637 Significante
AE*Luz 0,2 1 0,2 009 08161 N3O
significante
Falta de ajuste 74865,4 5 14973,1 5687,45 0,0101 Significante
Erro puro 2,6 1 2,6
FT R?=0,88; RAdj=0,71 SQ GL MS Valor F  Valor P
CcO 7,19 1 7,19 5754,76 0,0084 Significante
CO? 0,25 1 0,25 200,59 0,0449 Signicante
Luz 0,02 1 002 1856  0,1452 NO
significante
Luz? 1,75 1 1,75  1400,27 0,0170 Significante
AE 2,72 1 2,73 2182,14 0,0136 Significante
AE?2 0,17 1 0,17 136,99 0,0543 Significante
CO*Luz 0,09 1 0,09 79,58 0,0711 Significante
CO*AE 4,47 1 4,47  3579,35 0,0106 Significante
AE*Luz 0,01 1 001 1053 0,903 NeO
significante
Falta de ajuste 2,12 5 0,42 340,70 0,0411 Significante
Erro puro 0,0012 1 0,0012
NT R2=0,90; R Adj=0,76 SQ GL MS Valor F  Valor P
CO 8184,74 1 8184,73 13049,64 0,0056 Significante
CO? 172,41 1 172,41 274,89 0,0384 Significante
Luz 123,48 1 123,48 196,88 0,0453 Significante
Luz? 504,65 1 504,65 804,60 0,0224 Significante
AE 6,06 1 6,06 966 01982 NaO
significante
AE?2 115,79 1 115,79 184,62 0,0468 Significante
CO*Luz 276,60 1 276,59 441,00 0,0303 Significante
CO*AE 110,11 1 110,11 175,56 0,0480 Significante
AE*Luz 368,83 1 368,83 588,06 0,0262 Significante
Falta de ajuste 989,79 5 197,96 315,62 0,0427 Significante
Erro puro 0,63 1 0,63

Fonte: Autora (2025).
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a) 650

Figura 15 - Grafico para o modelo 1 de a) DQO, b) FT e ¢) NT dos valores observados vs previstos.
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Fonte: Autora (2025).

Analisando as superficies, a regido de ponto 6timo é representada de verde escuro, com
valores de carga organica abaixo de 1200 mg.L™* e uma aeragéo variando entre 1,6 e 2,2 vvm.
A DQO residual apresentou melhores resultados para baixas intensidades luminosas, em torno
de 60 umol.m2.s7!, enquanto FT e NT tenderam a regides préximas a 100 umol.m2.s™".

Em seguida, o algoritmo de otimizacdo trust-constr disponivel na biblioteca do python
(Scipy) foi utilizado para minimizar a funcéo objetivo, pois este método pode ser utilizado para
otimizar fungdes nédo lineares com restrigdes (Conn; Gould; Toint, 2000). Neste caso, por ser
um modelo matemético de segundo grau, temos uma fungdo ndo linear que precisa atingir
pardmetros da diretiva europeia para o seu descarte, sendo assim estas condi¢des de descarte

sdo restricbes impostas a fungdo no algoritrmo de otimizacéo.
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Figura 16 - Superficies de resposta obtidas para DQO residual do Modelo 1
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Fonte: Autora (2025)
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Figura 17 - Superficies de resposta obtidas para FT residual do Modelo 1
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Figura 18 - Superficies de resposta obtidas para NT residual do Modelo 1
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Fonte: Autora (2025)

Além disso, também s&o usado como restri¢cdes valores negativos para DQO, FT e NT
residual, do mesmo modo para as variaveis de entrada CO, Luz e AE (Nocedal; Jorge; Stephen,
2006). Como resultado o ponto 6timo encontrado foi de 1200 mg.L™ para a carga organica com

intensidade luminosa de aproximadamente 130 e aeracdo de aproximadamente 1,8 vvm,
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obtendo uma DQO residual esperada de 117 mgL™, FT residual esperado de 0,7 mg.L™t e NT
residual esperado de 8,9 mg.L, atendendo a legislacio considerada.

Do mesmo modo, foram feitas as analises para o tratamendo de 4 dias, os resultados séo
mostrados na Tabela 13. Os modelos matematicos obtidos para a DQO, FT e NT residuais séo

mostrados nas equacdes 9, 10 e 11.

DQO residual modelo 2 = 261,23 — 0,013 * CO + 5.325 * Luz — 0,020 * Luz? —
366,686 x AE + 77,107 * AE? 4+ 0,081 * CO * AE — 0,497 * Luz * AE Eq (9)

FT residual modelo 2 = 3,3863 — 0,0056 * CO — 0,02849 * Luz + 0,0001 * Luz* +
3,28787 « AE — 0,84060 * AE* — 0,0003 = CO * AE — 0,00045 * Luz = AE  Eq (10)

NT residual modelo 2 = —112,907 + 0,042 « CO + 1,019 = Luz + 30,886 * AE +
1,523 * AE* — 0,003 * CO * AE — 0,307 * Luz * AE Eq (11)

Os R2?e R adj para DQO residual e FT residual ficaram abaixo da faixa de confiabilidade,
com valores de R2 de 0,64 e 0,5 para DQO e FT residual, respectivamente e um R adj de 0,09
e 0 para DQO e FT residual, respectivamente. A DQO residual demonstrou um alto problema
no ajuste, isto pode ser atribuido tanto aos outliers dos dados, como falta de ajuste da equacao,
entretanto seus valores previstos pelos valores observados ainda demonstraram uma tendéncia
(Figura 19). A remocdo de FT esta diretamente ligada ao pH do sistema, pois este precipita em
ambientes alcalinos (Satpati et al., 2023; Leng et al., 2021). Assim, os dados coletados para o
tratamento do dia 4 podem ter um alto ruido, visto que, como comentado na se¢do 5.4, o pH se
estabilizou apenas apds o quarto dia de tratamento, indicando instabilidade do sistema nos dias

anteriores.

O ruido de dados para FT residual pode ser melhor observado ao analisar a normalidade
dos dados obtidos, como mostrado na Figura 19, onde € possivel observar que os valores para
FT sdo altamente assimétricos com testes de Kolmogorov-Smirnov (K-S) e Lilliefors
apresentando valores de p<0,2 o que significa que os dados ndo seguem uma distribuicdo
normal (Siegel, 2016).

Tabela 13 — ANOVA para DQO, FT e NT residual para o tratamento do soro do leite de 4 dias
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DQO R2 =0,64 agj=0,09 SQ GL MS Valor F Valor P

303724,
CO 5 1 303724,6 78599,61 0,0022 Signigicante
COo? 360,6 1 360,6 93,32 0,0656 Signigicante
Luz 282,3 1 282,3 73,05 0,0741 Signigicante
Luz? 26927,9 1 26927,9  6968,57 0,0076 Signigicante
AE 13479,3 1 13479,3  3488,25 0,0107 Signigicante
AE? 3878,7 1 3878,7 1003,75 0,0200 Signigicante
CO*Luz 468,0 1 468,0 121,12 0,0576 Significante
CO*AE 10559,9 1 10559,9 2732,74 0,0122 Significante
AE*Luz 1235,9 1 1235,9 319,83 0,0355 Significante

: 217251,

Falta de ajuste 3 5 43450,3 1124431 0,0071 Significante
Erro puro 3,9 1 3,9
FT R?=0,5; Ragj=0 SQ GL MS Valor F Valor P
CO 48,44 1 48,44 87491,13 0,0021 Signigicante
CO? 27,20 1 27,20 49126,44 0,0028 Signigicante
Luz 6,07 1 6,06 10954,58 0,0061 Signigicante
Luz? 0,59 1 0,59 1065,88 0,0194 Signigicante
AE 1,79 1 1,79  3246,00 0,0112 Signigicante
AE? 0,46 1 0,46 832,53 0,0220 Signigicante
CO*Luz 0,03 1 0,03 48,08 0,0912 Significante
CO*AE 0,1284 1 0,13 231,89 0,0417 Significante
AE*Luz 0,0010 1 0,00 1,85 0,4037 Significante
Falta de ajuste 92,4890 5 18,49 33406,85 0,0041 Significante
Erro puro 0,0006 1 0,0005
NT R2=0,93;R a¢j=0,81 SQ GL MS Valor F  Valor P

18544,1
CO 3 1 18544,18 210251,5 0,0014 Significante
CO? 411,12 1 411,12 4661,2 0,0093 Significante
Luz 975,28 1 975,28 11057,6 0,0060 Significante
Luz? 1,02 1 1,02 116 0,816 L\i'g‘;iﬁcame

Né&o
AE 0,50 1 0,50 5,7 0,2521 significante
Né&o

AE? 151 1 151 17,2 0,1508 significante
CO*Luz 1305,61 1 1305,61 14802,8 0,0052 Significante
CO*AE 16,47 1 16,47 186,8 0,0464 Significante
AE*Luz 470,02 1 470,02 5329,0 0,0087 Significante
Falta de ajuste 1699,45 5 339,89 3853,6 0,0122 Significante
Erro puro 0,09 1 0,09

Fonte: Autora (2025).
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Figura 19 - Gréafico de normalidade para os dados de FT residual com 4 dias de tratamento.
K-S, p> 0.05; Lilliefors p> 0.01
— Normal Esperado
16
14
12

10

Frequéncia absoluta

Fonte: Autora (2025).

O R? e 0 Radj para a equacdo de NT residual de 4 dias de tratamento foram de 0,93 e
0,81, respectivamente. Estes resultados indicam que ha 93% de confiabilidade para esta
equacdo. Os dados de NT apresentaram melhor desenvolvimento, provavelmente por ser
consumido tanto pelo fungo filamentoso, quanto pela microalga, ndo apresentando a
instabilidade sentida pelo composto de FT. Além disso, o modelo matematico conseguiu prever
com eficécia os seus valores, como mostrado na Figura 20. Assim, tendo DQO residual e NT
residual demonstrado confianca e estando ciente que FT residual ndo serd bem prevista, foi
realizado a andlise das superficies de resposta (Figura 21 e Figura 22) e otimizacdo do
tratamento de 4 dias utilizando o Trust-constr obtendo como pontos étimos 1200 mg.L™* com
intensidade luminosa de 50 e aeracdo de 1,8 vvm, atingindo valores minimos de DQO residual
de 173 mg.Lt e NT residual de 13,65 mg. L™

Figura 20 - Valores previstos vs Valores Observados para a) DQO residual do modelo 2 b) NT residual para o
modelo 2
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Fonte: Autora (2025)
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Assim, tendo DQO residual e NT residual demonstrado confianca e estando ciente que
FT residual ndo ser& bem prevista, foi realizado a analise das superficies de resposta (Figura 21
e Figura 22) e otimizacdo do tratamento de 4 dias utilizando o Trust-constr obtendo como
pontos 6timos 1200 mg.L™ com intensidade luminosa de 50 e aeracio de 1,8 vvm, atingindo
valores minimos de DQO residual de 173 mg.L™* e NT residual de 13,65 mg. L™,

Figura 21- Superficies de resposta da DQO residual para o Modelo 2
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Fonte: Autora (2025)
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Figura 22 - Superficies de resposta da NT residual para o Modelo 2

e YA

Fonte: Autora (2025)
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5.6 Validagdo do modelo matematico

Com a determinacdo do modelo matemaético e a partir dele, dos pontos 6timos para o
tratamento de 4 e de 7 dias, experimentos foram realizados para promover a validacdo desses
pontos. Desta forma, o tratamento 1 contou com intensidade luminosa de 130 pmol.m2.s" e
aeragdo de 1,8 vvm para uma concentragdo inicial de DQO, FT e NT de 1200, 12 e 87 mg.L™,
respectivamente, em um tratamento de 7 dias. Da mesma forma, sob as mesmas condicdes de
concentracdo de carga organica e aeracdo, o tratamento 2 foi realizado por um periodo de
detencéo hidraulica de 4 dias, sob intensidade luminosa de 50 umol.m2.s™".

De acordo com a Figura 23, observa-se uma tendéncia de decaimento dos poluentes ao
longo dos dias de tratamento, conforme indicado pelas curvas de DQO, FT e NT para 0s
tratamentos 1 e 2. Ademais, ambos 0s sistemas tiveram valores residuais menores que o
controle. E possivel perceber que temos para o tratamento 1 uma remocao para DQO de 88,03%
com um residual de 143,845 mg.L™!, uma remocdo de 99,37% para FT com residual de
0,08+0,01 mg.L' e uma remocdo de 86,45% e residual de 11,765 mg.L™" para NT no
tratamento 1, e para o tratamento 2 uma remocao de DQO de 75,41% com residual de 295,24+5
mg.L™!, 76,77% de remocgdo com residual de 2,82+0,01 mg.L ™! para FT e 79,68% de remogdo
com 17,6445 mg.L™! para NT, estes dados ndo corroboram para o que esperadvamos de acordo
com o modelo matematico. No entanto, durante o processo de tratamento houve problemas no
compressor de ar que ocasionaram uma inconstancia no fornecimento de aeragéo a partir do
terceiro dia, e como 0s modelos mostraram na secdo 5.1 e 5.2 este fator € muito significativo
para a remocao de poluentes. O tratamento 2, por ter um tempo de retencdo hidraulica menor,
foi o mais afetado. Dessa forma, tanto os dois experimentos realizados como experimentos
adicionais de validagdo serdo refeitos em busca de confirmar ou corrigir eventualidades

ocorridas nessa etapa.
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Figura 23 —a) DQO b) FT e c) NT residuais para os sistemas de Tratamentol, Tratamento 2 e 0
Controle
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Fonte: Autora, (2025)

Com os tratamentos 1 e 2 foram obtidos melhores resultados, 88,03% e 75,41% de
remocao, respectivamente, com menor tempo de tratamento na remocao de DQO (DQO inicial
1200 mg.L1) ao comparado com o estudo realizado por Guan et al. (2025) que utilizaram o
consoércio Chlorella sorokiniana e Aspergillus oryzae para tratar efluente de suinos com
concentracéo inicial de DQO de 1200 mg.L™! a intensidade luminosa de 4000 lux (em luz
fluorescente branca equivale a aproximadamente 54 pmol.m2s') em foto periodo de
claro/escuro de 12/12h e rotacdo de 130 rpm em um tratamento de 10 dias. A eficiéncia de
remoc&o final foi proxima de 75%, tendo uma remocdo de 60% no sétimo dia de tratamento.
Também apresentaram melhores resultados que em Gao et al. (2018) ao tratar aguas residuais
de suinocultura (DQO inicial 1200 mg.L™?) durante 10 dias em um fotobioreator com
intensidade luminosa de 200 pumol m 2 s™! com ciclos de claro/escuro de 12/12h com consorcio
de Chlorella vulgaris e Ganoderma lucidum obtendo uma remogao de 77,62%.

Em relacio a remogcéo de FT (Concentragio inicial: 12 mg.L™?) , o tratamento 1 (99,37%

de remocdo) e o tratamento 2 (76,77% de remocdo) deste estudo apresentaram maiores
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remocdes que o tratamento realizado pelo consorcio Penicillium sp. e Chlorella sp para remover
uma concentracéo de 9 mg.L ™ de FT durante 60 horas (2,5 dias) em um erlenmeyer de 250 mL
a 35 °C, 120 rpm e intensidade da luz da iluminacéo continua de aproximadamente 60 umol m~
2 s atingindo uma percentual de remogéo de 53% (Chen et al., 2020).

O tratamento 1 demonstrou melhores resultados na remog¢éo de FT do que os obtidos
em Guo et al (2017) para a remogéo de 12,9 mg.L™ de FT de efluentes de biogas pela co-cultura
Ganoderma lucidum e Chlorella vulgaris em um fotobioreator com intensidade luminosa de
200 umol m~2 s™' com um tempo de retencio hidraulica de 10 dias, que alcangou a de remogao
de 84,8%. A remocdo de NT (Concentracdo inicial: 87 mg.L™) obteve um percentual de
remocdo do tratamento 1 e tratamento 2 maiores que os encontrados neste mesmo com NT
inicial de 51,84 mg.L, alcancando uma remogao de 74,28%

Para o tratamento 1, a expectativa era uma remog¢ao de aproximadamente 117 mg.L ™! de
DQO, enquanto para o tratamento 2, esperava-se uma remoc¢ao de 173 mg.L'. No entanto, os
valores obtidos foram de 143,8+5 mg.L ™' mg.L ™' € 295,24+5 mg.L ™' mg.L ', respectivamente.
Apesar de ndo terem atingido as previsdes do modelo matematico, nem os limites estabelecidos
pela Diretiva Europeia (DQO < 125 mg.L™), devido a deficiéncia na aera¢do, ambos 0s casos
atenderam a algumas regulamentaces ambientais.

Os tratamentos foram compativeis com os limites estabelecidos pela Resolugdo n°
128/2016 do Conselho Estadual do Meio Ambiente (CONSEMA) do Rio Grande do Sul, que
define um intervalo de 150 a 400 mg.L™! de DQO para vazdes de efluentes entre 20 e 10.000
m3/dia. Além disso, o tratamento 1 atingiu os padrdes da Deliberacdo Normativa Conjunta
COPAM-CERH/MG n° 8/2022, do estado de Minas Gerais, e da Resolugdo CONEMA n°
90/2021 do Conselho Estadual de Meio Ambiente do Rio de Janeiro, que estabelecem um limite
maximo de 180 mg.L ! para descarte de DQO. O tratamento 1 também atendeu a Resolugdo n°
222/02 do Ministério do Meio Ambiente e Desenvolvimento Sustentavel do Paraguai, que
estipula um limite maximo de 150 mg.L™! para o descarte de DQO.

Os valores residuais de NT foram de 11,765 mg.L! para o tratamento 2 e 17,64+5
mg.L™! para o tratamento 1. Embora esses valores ndo tenham alcangado as previsOes da
otimizagao (Tratamento 1: 8,9 mg.L™'; Tratamento 2: 13 mg.L™"), ambos atenderam a Resolugao
CONAMA 430/2011, que estabelece um limite maximo de 20 mg.L! para NT residual, bem
como a a Resolugéo n° 222/02 do Ministério do Meio Ambiente e Desenvolvimento Sustentavel
do Paraguai que permite até 40 mg.L™'. Além disso, o tratamento 1 cumpriu 0s requisitos da

Diretiva Europeia, que exige NT residual inferior a 15 mg.L™".
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No tratamento 1, o FT residual foi de 0,08£0,01 mg.L !, significativamente abaixo do
valor previsto pelo modelo (0,7 mg.L™). Dessa forma, o tratamento atendeu tanto a Diretiva
Europeia (FT <2 mg.L™!) quanto a Resolucgdo n® 222/02 do Paraguai (FT <4 mg.L™"). Para o
tratamento 2, embora o modelo ndo tenha previsto com precisdo o resultado devido a baixa
confiabilidade, o residual de FT atingiu os padrdes paraguaios para descarte, com um valor final
de 2,83+0,01 mg.L'. A Tabela 14 resume os valores obtidos nos tratamentos 1 e 2 e as

legislacGes citadas.

Tabela 14 - Valores residuais para o tratamento 1 e 2 com os pardmetros de descarte de algumas legislacfes

Fatores T P: T2 P2 EEC Resoluction CONAMA CONSEMA COPAM
(mg.L™) ICONEMA
DQOresidual 143,8+5 117 295,245 173 125 150 - 150-400 180

FT residual 0,08+0,01 0,7 2,83+0,01 - 2 4 - -

NT residual 11,765 8,9 17,6445 13,65 15 40 20 -

T1: Tratamento 1; P1: Previsdo do Tratamento 1; T2: Tratamento 2: EEC: Diretiva Europeira P2: Previsdo do
Tratamento 2
Fonte: Autora (2025); Diretiva 91/271/EEC, 2014; Resolucién n° 222/02; CONAMA 430/2011; CONSEMA,
128/2016; CONEMA n° 90 de 08/02/2021; a COPAM-CERH/MG n° 8 de 21 de novembro de 2022
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostraram que a remocao de DQO, FT e NT sé&o influenciadas
pela carga organica, intensidade luminosa e aeracdo. De acordo com os modelos obtidos, baixas
intensidades luminosas favorecem a mixotrofia, beneficiando a remocéo de DQO, mas deixa a
desejar na remocdo de FT e NT. Sendo assim intensidades luminosas préximas a 100
umol.m2.st (Ponto de saturacdo da Tetradesmus obliquss) sdo mais indicadas. A taxa de
aeracdo entre 1,5 e 2 vvm € mais indicada para a remocdo de DQO e formacao de pellets de
microalga-fungo, independente da carga organica, ja para FT uma aeragédo entre 2 e 2,5 vvm
seré requerida em concentragdes proximas a 3000 mg.L*. Além disso, uma aeragdo acima de
1,12 vvm ¢ essencial para uma boa remocéo de poluentes e para que ndo ocorra a decantacdo
da biomassa. Para atingir o residual da diretiva europeira de DQO utilizando este consorcio,
recomenda-se cargas organicas maximas de 1200 mg.L™. ConcentracGes de cargas organicas
proximas a 3900 mg.L* proporcionam uma maior turbidez ao sistema e maior quantidade de
biomassa flngica, causando sombreamento na microalga, dificultando a fotossintese e
consequentemente a remocdo de FT e NT.

Os modelos matematicos obtidos para o tratamento de 7 dias obtiveram R2 proximos a
1, para todos os fatores estudados, enquanto para o tratamento de 4 dias, apenas o modelos de
DQO e NT obteve R2 satisfatorios, dada a instabilidade do pH durante os primeiros dias de
tratamento, resultando em dados de FT com alto ruido, dificuldando assim a predicéo pelo
modelo matematico.

A validacdo apresentou instabilidade na aeracdo durante os Ultimos dias de tratamento,
fazendo com que os resultados obtidos ndo se enquadrassem nos preditos pelo modelo, o que
explicita ainda mais a importancia deste fator para o tratamento do efluente. Apesar disso, 0s
parametros atingiram algumas normas para o descarte de efluentes industriais. Sendo necessario
promover novos experimentos no ponto 6timo de operacdo e em pontos aleatorios, em
condi¢cdes mais estaveis para a validacdo do processo e, consequentemente, dos modelos
obtidos.
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