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RESUMO

Estima-se que até 10 L de soro do leite pode ser gerado por quilo de queijo processado
e que ha um significativo potencial poluidor em termos de Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO) (44.167-95.000 mg-L™), Nitrogénio Total (NT) (790-2.520 mg-L™*) e Fosforo Total
(FT) (366-549 mg-L™1). Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi avaliar o tratamento de soro
do leite (com énfase no tratamento terciario) em reator aerado utilizando a simbiose microalga-
fungo filamentoso (Tetradesmus obliquus LCE-01 e o Cunninghamella echinulata) em distintas
cargas organicas e modo de operacéo (descontinuo e semicontinuo). Os reatores foram operados
com taxa de aeragdo de 1,5 vvm, agitados pneumaticamente, a 30-35°C, avaliando-se sob
intensidade luminosa de 100 pmol-m2.s1. No modo semicontinuo utilizou-se taxas de
reposicdo volumétrica (TRVs) de 40 e 60%. O soro do leite caracterizada previamente possuia
valores de DQO 67.014,48 mg-L™*, NT 1.377,05 mg-L e FT 625,60 mg-L*. Ap6s o tratamento
secundario (principal) bioldgico, realizado com a co-cultura, obteve-se reducbes na ordem de
96,94% para DQO, 97,97% para NT e 95,93% para FT em duas etapas sequenciais e 10 dias
totais de operacdo. Apos isso, analises de tratamento avancado utilizando 3 cargas (C1 > C2 >
C3) com teores na faixa entre 1.176,32- 6.355,60 mg-L* para DQO, 21,90-77,32 mg-L* NT e
21,95-52,61 mg-L ™ para FT foram avaliados. Os estudos preliminares, (com relagdo DQO:N =
50), apontaram limitacdo de nitrogénio, mesmo com razodvel remoc¢do de DQO, NT e FT (mas
dentro do exigido pela legislacéo); o que possibilitou continuar o estudo em diferentes relagdes
DQO:N:P buscando melhores as performances obtidas. Dessa forma, na etapa seguinte foram
realizados novos experimentos com ajuste da relacdo DQO:N para valores de 20, 30 e 40 em
cargas organicas C2 (teores iniciais para DQO de 2370,46 + 26,73, e NT de 37,78 + 1,88 e FT
de 21,95 + 0,11 mg-L™?) e C3 (teores iniciais para DQO de 1176,32 + 8,91, NT de 21,97 + 0,03
e FT de 12,32 +0,07 mg-L™?) e mostrou-se que de fato havia limitac&o de nitrogénio na condicéo
anterior, alcancando maiores remocdes de DQO e FT, com melhor relagdo DQO:N entre 20-
30. No modo semicontinuo em DQO:N = 20, obteve-se para TRVs de 40 e 60% remocGes
maximas e iguais a 84,92% para DQO, 99,41% para FT e 84,44% para NT. Apenas a condi¢ao
com C2 e TRV de 60% que mostrou um residual de NT (devido a suplementacéo) estando fora
do exigido pela legislagdo, mas para C2 em TRV de 40% e C3 em TRVs de 40 e 60% 0 processo
poderia operar de modo satisfatorio atendendo a legislagdo. Houve producdo de lodo
microbiano com potencialidade (1-2 g-L™) e estabilizacdo do pH durante o tratamento (isento

de ajuste).

Palavras-chave: Biorremediacdo, consércio microalga-fungo, semicontinuo, soro do leite.



ABSTRACT

It is estimated that up to 10 L of whey can be generated per kilogram of processed cheese
and that there is a significant polluting potential in terms of Chemical Oxygen Demand (COD)
(44.167-95.000 mg-L™), Total Nitrogen (TN) (790-2.520 mg-L™) and Total Phosphorus (TP)
(366-549 mg-L™). In this sense, the objective of this work was to evaluate the treatment of whey
(with emphasis on tertiary treatment) in an aerated reactor using the microalgae-filamentous
fungus symbiosis (Tetradesmus obliquus LCE-01 and Cunninghamella echinulata) in different
organic loads and mode of operation (discontinuous and semi-continuous). The reactors were
operated with an aeration rate of 1.5 vvm, pneumatically agitated, at 30-35°C, evaluated under
a light intensity of 100 pmol-m-s™*, In semi-continuous mode, volumetric replacement rates -
TRVs of 40 and 60% were used. The previously characterized whey had values of COD
67,014.48 mg-L?, TN 1,377.05 mg-L* and TP 625.60 mg-L™. After the secondary (main)
biological treatment, carried out with co-culture, reductions in the order of 96.94% for COD,
97.97% for NT and 95.93% for FT were obtained in two sequential stages and 10 days operating
totals. After that, advanced treatment analyzes using 3 loads (C1 > C2 > C3) with levels in the
range between 1,176.32- 6,355.60 mg-L* for COD, 21.90-77.32 mg-L™* TN and 21.95-52.61
mg-L for TP were evaluated. Preliminary studies (with COD:N ratio = 50) showed nitrogen
limitation, even with reasonable removal of COD, NT and TF (but within what is required by
legislation); which made it possible to continue the study in different DQO:N ratios, seeking to
improve the performances obtained. Thus, in the next stage, new experiments were carried out
with adjustment of the COD:N ratio to values of 20, 30 and 40 in C2 organic loads (initial
contents for COD of 2370.46 + 26.73, and TN of 37.78 + 1.88 and TP of 21.95 + 0.11 mg-L™?)
and C3 (initial levels for COD of 1176.32 + 8.91, TN of 21.97 £ 0.03 and TP of 12.32 + 0.07
mg-L?) and it was shown that there was indeed nitrogen limitation in the previous condition,
achieving greater COD and TP removals, with a better COD:N:P ratio between 20-30. In semi-
continuous mode at COD:N = 20, maximum removals were obtained for TRVs of 40 and 60%
and equal to 84.92% for COD, 99.41% for TP and 84.44% for TN. Only the condition with C2
and TRV of 60% that showed a residual TN (due to supplementation) being outside that
required by legislation, but for C2 at TRV of 40% and C3 at TRVs of 40 and 60% the process
could operate in satisfactory manner in compliance with legislation. There was production of
microbial sludge with potential (1-2 g.L™) and stabilization of pH during treatment (exempt

from adjustment).

Keywords: Bioremediation, microalgae-fungus consortium, semicontinuous, whey.
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1 INTRODUCAO

1.1 Considerac0es iniciais

Conforme avancos no setor de laticinios, esfera de alta importancia para o agronegocio
assim como para a alimentagdo humana, desafios quanto aplicacdo da gestdo ambiental em
sistemas de descartes de subprodutos/efluentes tomam atencéo da sociedade cientifica. O soro
do leite, principal subproduto obtido na producéo de queijo, corresponde a fracdo aquosa do
leite que perdura apos a separacdo da coalhada (caseina do leite) da porc¢éo solida resultante da
coagulacgdo do leite por enzimas cidas ou proteoliticas, e detém significativo potencial poluidor
em termos entre 44.167 a 95.000 mg-L* para Demanda Quimica de Oxigénio (DQQO), 790 a
2.520 mg-L* para Nitrogénio Total (NT) e 366 a 549 mg-L™ para Fésforo Total (FT) devido a
ampla carga organica presente em sua composi¢do, principalmente, a presenca de lactose e
proteinas (Kareb; Aider, 2019; Panghal et al., 2018; Prazeres et al., 2019; Elia et al., 2023;
Nazos et al., 2023).

Apesar da sua utilizacdo na producdo de ricota, bebidas lacteas, fonte de minerais no
fortalecimento de carnes processadas, concentrados de permeado e proteinas ou até ragdo
animal (principalmente para granjas de suinos), uma parcela substancial do soro do leite
geralmente € descartada em corpos hidricos muitas vezes sem qualquer tipo de tratamento,
guantificado ordinariamente em cerca de 50% do soro produzido em todo mundo
(especialmente soro acido) (Valta et al., 2017; Svalov, 2017; Arshad et al., 2022).

Além disso, o soro do leite é responsavel por cerca de 85-95% do volume de leite e
retém aproximadamente 55% de seus nutrientes, ou seja, lactose (4,5-5,0% p/v), proteinas
solaveis (0,6-0,8% p/v), lipidios (0,4-0,5% p/v), sais minerais (8—10% de extrato seco) e outros
menores componentes. Diante disso, os desafios no gerenciamento desse subproduto vém
causando impactos ambientais por intermédio do grande volume gerado em todo o mundo
equivalendo a cerca de 852 milhdes de toneladas em 2019 com registros de aumento produtivo
em paises como Brasil, india e Paquistdo (FAO, 2019), e 930 milhdes de toneladas no
levantamento 2022/2023 (0,6% a mais quando comparado ano anterior) (FAQO, 2023). Salienta-
se ainda com base nos argumentos de Sharma et al. (2018) e Mano et al. (2020) que a demanda
de produtos do leite coagulado quando analisados entre 2018 e 2023 triplicou ocasionando
assim na ampliacéo de 1-2% no volume de soro do leite gerado.

Em decorréncia dos fatos expostos, a conversao da lactose em outras moléculas de valor
agregado ou sua hidrélise em agucares simples indicavam, conforme explicita Bdodalo et al.

(1991) como melhores solugdes para a remocdo da lactose desse subproduto lacteo. Em
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contrapartida, avancos nos estudos voltados para o tratamento de efluentes laticinios
considerando suas respectivas caracteristicas quanto a alta carga organica (proteinas, gorduras,
lipidios e carboidratos) apontam a alta eficadcia de tratamentos biolégicos om digestdo
anaerdbica visto sua capacidade de estabilizacdo biodegradavel de residuos equivalente a 80-
90% como exemplo do uso de reatores anaerdbicos atrelado a fotobiorreatores de microalgas
(Bella; Rao, 2021; Baral et al., 2020).

Nesse sentido, o tratamento biologico de efluentes € um dos métodos mais utilizados
para o soro do leite, seja aer6bio ou anaerdbio, possibilitando sua insercdo no processo com a
aplicacdo de microalgas dada capacidade mixotrofica (autotréfica e heterotrofica) conseguindo
assimilar compostos organicos, além de compostos nitrogenados e fosfatos com eficiéncia
(Baral et al., 2020). Técnicas de remediacdo estruturadas no uso de processos bioldgicos
visando a degradacdo, conversao e/ou remocdo de poluentes em matrizes ambientais como a
biorremediacdo fornecem uma alternativa barata e eficiente para tecnologias de remediacéo
atuais para combater os efeitos nocivos da poluigéo (Singh; Gupta, 2016; Zhou et al., 2022).

Como mencionado anteriormente, o soro do leite detém uma enorme carga poluidora, e
um processo com apenas um estagio dificilmente alcanca os padrdes para lancamento
necessarios que, por exemplo, pela norma estabelecida pela Unido Européia (UE) se situariam
para DQO de 125 mg-L™, nitrogénio total de 10-15 mg-L* e fésforo total de 1-2 mg-L™*
(dependente da populacdo equivalente) (Diretiva UE 1998/15/CE, 1998). Nesse sentido, o
tratamento secundario ou principal em um ou mais estagios é utilizado para abatimento mais
significativo dos poluentes enquanto o tratamento terciario ou avancado (também pode ser em
uma ou mais etapas) seria responsavel pelo polimento para remocdo dos teores residuais de
contaminantes de forma a alcancar os padrfes de lancamento exigidos. As microalgas sdo muito
utilizadas no tratamento terciario de efluentes principalmente por serem potentes na assimilacao
de nitrogénio e fésforo (Pires et al., 2022; Zonfa et al., 2023; EI-Bestawy et al., 2023).

Segundo Ahmad et al. (2021) e Zhou et al. (2022), os tratamentos de &guas residuais a
base de microalgas promovem a biorremediacdo de poluentes relacionados a DQO, metais
pesados e contaminantes emergentes, remocao e recuperacgao de nutrientes como nitrogénio e
fosforo total, e recuperacdo de agua e reutilizagdo do meio de cultura. Dessa forma o potencial
das microalgas atribui a esses métodos relevancia como uma das tecnologias mais adequadas.
Em paralelo, os fungos filamentosos apresentam grande potencial na degradacdo de materia
orgénica e no acimulo e recuperacdo de fosforo (Barnharst; Rajendran; Hu, 2018). Logo a

associacao simbiotica deles pode potencializar o tratamento.
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Salienta-se ainda a interacdo microalga-fungo como uma relacdo simbidtica natural,
possibilitando que as espécies coexistam e resistam a situacdes ambientais diversas por meio
do seguinte sistema: os fungos emitem dioxido de carbono ao meio (seres heterotroficos)
enquanto as algas consomem o dioxido de carbono e emitem oxigénio utilizado para o
desenvolvimento dos fungos (Honda; Vilegas, 1999; Quirk et al., 2015).

Quando aplicado em sistemas de tratamento operados sob modo semicontinuo, pode-se
destacar o ganho de vantagens relativos ao aumento na produtividade de biomassa conforme
observado por Yang et al. (2017), Tan et al. (2018) e Wang et al. (2022), com consequente
purificacdo e melhorias no processo de remocao dos poluentes inseridos no meio. Além disso,
0S mesmos constataram também a realizacdo de grandes quantidades de ciclos de acordo com
a taxa de reposicao volumétrica adotada sem ocasionar em significativos impactos por exemplo
nos lipidios contidos nas microalgas e ocorréncia de aumento em 3 vezes no teor de proteina
EPS (Extracellular Polymeric Substance) no caso da aplicacdo da Chlorella sp.

Mediante ao exposto, sabendo que o tratamento de efluentes com microalgas pode ser
potencializada com outros microrganismos como os fungos, e visando uma viabilidade técnica
mais eficiente com consequente complementacdo da capacidade degradativa de ambas as
espécies, 0 objetivo desse trabalho € avaliar o tratamento de soro do leite em reator tubular de

coluna de bolhas utilizando a simbiose microalga-fungo em modo semicontinuo.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o tratamento avancado de soro do leite em reator tubular de coluna de bolhas
utilizando a simbiose microalga Tetradesmus obliquus e o fungo filamentoso Cunninghamella
echinulata avaliando-se principalmente taxas de remocdo dos contaminantes em modo

semicontinuo.

1.2.2 Objetivos Especificos
e Verificar a capacidade de remoc¢édo de DQO, NT e FT pela simbiose microalga-fungo e
formacéo de biomassa microbiana no sistema em diferentes cargas organicas;
e Estudar a relacdo DQO:N durante o processo de tratamento;
e Aplicar o sistema semicontinuo e verificar a melhor taxa de reposi¢éo volumétrica e tempo
de detencéo hidraulico utilizado;
e Verificar o comportamento de pH durante o periodo de tratamento;

e Analisar a viabilidade técnica do sistema de tratamento avaliado.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Industria do leite

Definido como um dos principais setores industriais dos paises emergentes, a industria
de laticinios encontra-se concentrado na operacdo de coleta e transformacéo de leite cru em
varios produtos pasteurizados e condensados como queijo cottage, iogurte, creme, produtos a
base de manteiga, bebidas, lactose, soro de leite em pd e vérios tipos de sobremesas originando
multiplos efluentes com alta capacidade contaminante como residuos de reagente utilizado na
limpeza e operacbes de maquinarios, sélidos organicos suspensos e dissolvidos, residuos de
produtos como soro de leite permeado, 6leos e graxas, leite perdido devido a problemas
tecnoldgicos e operacionais (Bella, Rao; 2023).

Por conseguinte, apresentando um alto volume de efluentes resultante de seus processos
juntamente com o aumento gradativo na demanda de produtos lacteos estimando taxa de
producdo igual a 1,6% até 2029 alcangando 981 milhdes de toneladas de residuos variando suas
caracteristicas de acordo com o tipo de produto gerado conforme exposto na Tabela 1
(Stasinakis et al., 2022; OECD Publishing, 2019).

Tabela 1 — Caracteristicas fisico-quimicas de diferentes tipos de efluentes produzidos na
industria de laticinios

Tipo de Residuo Lacteo pH DBO (mg-L-1) | DQO (mg-L™%) (Ir:r?gs TEE?) l\é:;rgolgf_rll)o
Processamento de Leite 4,0-7,0 3000-5000 5000-10000 50-70 20-150 (NKT)
5,78% 1860* 3445* 35% 108* (NT)
5,5-7,5 350-600 1500-3000 - -
Efluente C<:j(raulg.31ticinios 6.74 860 6300 21 98 (NT)
6,5-6,7 11000-11100 13050-13060 12,63-13,93 68-70 (NKT)
Processamento de Soro 4,46* 40000* 60000* ) 3
de Leite 4,9% 37710*% 68600* 500% 1120* (NKT)
6,12* - 9321* 228* 810* (NKT)
Processamento de Queijo | 6,2-11,3* 565-5722 785-7619 - -
4,45 - 65700 53 420 (NT)
6,96* - 4935* - -
Efluente de Sorvete 4,22-9,79 - 7312-10418 32-43 145-165 (NKT)
5,2% 2450* 5200* 14* 60* (NKT)
Ag”a de Processamento ; 2000-10000 |  2000-10000 - 40-65 (NT)
e logurte e Leitelho

* Os dados relatados sdo valores médios
DBO: Demanda Biogquimica de Oxigénio
NT: Nitrogénio Total

NKT: nitrogénio de Kjeldahl total (combinacdo da amdnia e do nitrogénio organico)
Fonte: Adaptado de Elia et al., 2023.
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Vale ressaltar que apesar do principal residuo da industria de laticinios (soro do leite)
ter a possibilidade de aproveitamento para formagéo de produtos como ricota ou ragéo animal,
a ocorréncia de bioresiduos secundarios do soro do leite com a eliminac&o de produtos residuais
agora proibido por meios tradicionais pela Unido Europeia (UE) e nacional legislagdo (Isipato,
2021).

2.1.1 Soro do Leite

Caracterizado como subproduto da fabricacdo de queijo, caseina e iogurte constituida
da combinacdo de proteinas de estruturas esféricas distribui¢do uniforme de grupos néo polares,
polares e carregados, condicionando dessa forma a valorizacéo intrinseca do fracionamento de
componente do soro do leite como a lactose, proteinas e minerais lacteos (Dinika et al., 2020;
Chen et al., 2023).

Salienta-se ainda a classificagdo baseada no padrdo de coagulagdo do leite
condicionando assim distintas composi¢des nutricionais e meios de produ¢do como exposto na
Tabela 2:

% Soro do Leite Acido: produto da coagulagio por fermentacio da lactose em &cido
latico ou através da adicdo de &cido durante a producédo de caseina &cida;
% Soro do Leite Doce: Também identificado como soro do queijo, corresponde ao

produto da coagulacéo do coalho durante a fabricacdo do queijo.

Tabela 2 — Caracteristicas dos tipos de soro do leite

Tipo Prote_l’r11a Lactc_afe I\/Iinef?is oH DBE)1 DQ_Ol
(gL (9-L7Y (9-L7Y (gL (9-L7Y
Soro do Leite 6-8 | 44-46 | 43-72 | 43<56 | 52-62 | 35-51
Acido
Soro do Leite Doce | 6 — 10 46-52 | 25-47 | 56-7 | 40-120 | 27-60

Fonte: Mulc-ahy, 2017; Guo e Wang, 2019; Stout e Drake, 2019; Tallapragada e Rayavarapu, 2019

Com base nos argumentos de Dinika et al. (2020), proteinas do soro f-lactoglobulina
(6-Lg £ 50%), a-lactalbumina (a-La £ 20%), imunoglobulina (+ 10%), albumina sérica (SA
10%), lactoferrina (<3%), lactoperoxidase e enzimas (cerca de 60), além de outros componentes
proteicos, como glicomacropeptideos ou caseina macropeptideos dispostas sobre concentragoes

médias como apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3 — Quantificacdo de parametros fisico-quimicos tipicos das proteinas do soro do leite

Proteinas Concentracdes (g-L™) | Peso Molecular (kDa)

S -lactoglobulina 3-4 18,4

a-lactalbumina 1,5 14,2
Albumina de Soro Bovino 0,3-0,6 69

Imunoglobinas (1gG, IgA, IgM) 06-09 150 — 1000
Lactoperoxidase 0,006 89
Lactoferrina 0,05 78
Protease-peplone 0,5 4-20

Caseina macropeptideo - 7

Fonte: Adaptado de Santos et al., 2022.

2.1.2 Métodos de Tratamento do Soro do Leite

Dada complexa mistura de componentes inseridos no soro do leite em altas
concentragfes, multiplos desafios encontram-se no tratamento das &guas residuarias da
industria de laticinios como a reducdo de DBO e DQO além de contaminantes com potenciais
efeitos adversos a salde (antimicrobianos, antibioticos e hormoénios usados na producédo
animal) (Sarkar et al., 2006; Priya, Radha, 2017; Cheng et al., 2018).

Remetendo a parte da mistura relativo a nutrientes inorganicos, gorduras, 6leos e sélidos
suspensos e dissolvidos, de acordo com Chen et al. (2018), o soro do leite detém de trés rotas
para mecanismos de utilizacdo sendo elas:

% Conversao direta de soro de leite:

Possibilidade de producdo de queijo e bebidas a base do soro do leite (mercado
limitado) ou remocé&o de sais para producao de soro pés desmineralizado D40 (40%
de remocao por nanofiltracdo), D70 (70% de remocdo por eletrodialise) e D90
(90% de remocédo por troa ionica).

% Conversao bioldgica e quimica em eletricidade, biogas ou bioquimicos:
Utilizacéo do contetido organico do soro do leite para producéo de biogas (metano
por exemplo) por intermédio de processos de digestdo anaerobica, e bioquimicos
por intermédio da fermentacdo ou da reagdo da lactose com uréia ou amonia
gerando respetivamente etanol e &cido lactico ou lactosil uréia e lactato de amonio.

% Fracionamento de componentes para recuperar produtos de valor agregado:
Exemplificando quanto a lactose, o processo de fracionamento é estabelecido por

ultrafiltracdo e a nanofiltracdo com geracdo de solucdo concentrada de lactose,
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seguido de processos de evaporacado, cristalizacdo e secagem para producdo de
lactose em po.

Sendo assim, pode-se afirmar a utilizacio de métodos convencionais e nao
convencionais desde métodos bioldgicos (sistemas aerdbicos, anaerdbicos e wetland/zona
umida) assim como métodos fisico-quimicos para remog¢éo de matérias organicas coloidais com
a utilizacdo de reagentes (coagulacao-floculacdo, adsorcdo, processo de membrana) (Bella;
Rao, 2023).

Como exemplos dos tipos de métodos, tem o tratamento bioldgico utilizado por
Daneshvar et al. (2018) que realizaram estudos acerca da agdo das microalgas Scenedesmus
guadricauda (agua doce) e Tetraselmis suecica (agua marinha) no tratamento de efluentes de
laticinios em fotobiorreatores configurados com pH ajustado em 7, intensidade de luminosidade
de 110 umol fotons-m=2-st, aeragdo por injecdo de ar comprimido (0,04% de CO>) e periodo de
incubacéo de 12 dias. Foi constatado resultados de produtividade de biomassa respectivamente
de 0,47 e 0,61 g-Ltacrescido da remocéo de tetraciclina em 295,34 e 56,25 mg-g~*. Pontua-
se também computacao de eficiéncia de remocéo para S. quadricauda equivalente a 86,21% de
nitrogénio total (NT), 89,83% de fosfato (PO4>) e 64,47% carbono organico total (COT); e para
T. suecica valores de 44,92% de NT, 42,18% de PO4> e 40,16% de COT sendo as concentracoes
iniciais dos respectivos poluentes analisados estabelecidas na ordem de 170,11 £ 11,2 - 179,35
+11,2 mg-L* para COT, 8,70 + 0,1 - 9,50 + 0,1 mg-L* para fosfato e 85,99 + 2,2 - 86,65 * 2,2
para NT.

Além disso, a utilizacdo de tratamento fisico-quimico aplicando eletrocoagulacao (EC)
e eletrooxidacdo (EO) em condic¢des separadas e conjuntas foram desenvolvidos por Elia et al.
(2023) concluindo a definicdo da densidade de corrente ideal para EC de 40 mA/cm? (para
remoc¢do de DQO) apds resultados equivalentes a eficiéncias de 7,4%, 40,5% e 28,9% para
densidade de corrente de 20, 40 e 60 mA/cm? ao final de 2 horas de EC. Paralelamente, expostos
as mesmas configuragOes para densidade de corrente e tempo, foram obtidos resultados de
remocdo de DQO inicialmente com concentracdo variando entre 75.300 a 80.300 mg-L*
respectivamente em 21,7%, 30,1% e 45,4% definindo assim a corrente de 60 mA/cm? como
densidade de corrente ideal para EO. Por fim, constatou-se eficiéncia maxima no tratamento de
EC acoplado seguido de EO, adotando suas respectivas densidades de correntes ideais,

equivalente a 82,4% foi alcancada em 90 min de exposi¢do dado representacéo no Gréfico 1.
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Gréfico 1 — Eficiéncia de remoc¢do de DQO sob processo combinado EC/EO
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Fonte: Elia et al., 2023.
2.2 Microalgas

Correspondentes a organismos unicelulares ou coloniais fotossintéticos além da
atribuicdo como maiores produtores primarios, as microalgas se encontram inseridos
comumente em multiplos ecossistemas aquaticos/imidos (rios, lagos, oceanos e solos) sendo
utilizadas como fonte para biossor¢do e bioacumulagdo (principais precursores na
biotransformacdo de arsénio inorganico) e sintese de bioprodutos tais como combustiveis,
guimicos, materiais, cosméticos, racdo animal e suplementos alimentares (Brasil, Garcia, 2016;
Leong, Chang, 2020).

Devida ampla existéncia de espécimes apresentadas nas formas unicelulares, desde
micro a milimetros de didmetro, células em colonia, filamentos até folhas e talos com
diferenciac6es complexas, multiplos tipos de microalgas podem ser utilizadas para utilizacédo
em processos referidos anteriormente (sob condi¢Ges adequadas de intensidade da luz,
comprimento de onda, ciclo claro/escuro, temperatura, pH) sendo classificadas com base
taxonbmica no tipo de pigmento (separacdo classica): Cyanophyceae (azul-esverdeada),
Rhodophyceae (vermelho), Phaeophyceae (marrom), Chrisophyceae (marrom dourado),
Bacillariophyceae (diatomaceas), Chlorophyceae (verde), e Xanthophyceae (verde-amarelo)
(Ben-Amotz, 2009; Bhandari et al., 2023).

Promovendo aplicacdo acerca das microalgas, Hoek et al. (1995) explicita seus
pressupostos na divisdo de dois tipos de estrutura celular: microrganismos de estrutura
procariotica nas divisdes Cyanophyta (cianobactérias) e Prochlorophyta, e microrganismos de
estrutura eucariotica nas Divisdes Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta
(Prymnesiophyta), Heterokontophyta (Bacillariophyceae, Chrysophyceae, Xantophyceae etc.),
Cryptophyta e Dinophyta.
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Conforme exposto acima, a designacdo tradicional na classificagdo desses
microrganismos quanto aos tipos de pigmentos acresce também a natureza quimica dos
produtos de reserva e pelos constituintes da parede celular, contudo, avancos em técnicas de
biologia molecular e tecnologias permitiram considerar também aspectos citoldgicos e
morfolégicos, tais como a ocorréncia de células flageladas, a estrutura dos flagelos, os
processos de formacdo do nucleo e da divisdo celular, a presenca e a caracterizacdo de
envoltorio do(s) cloroplasto(s) e a possivel conexdo entre o reticulo endoplasmatico e a
membrana nuclear (Tomaselli, 2004; Hu, 2004).

Remetendo a realidade brasileira conforme ao rol de variedade, segundo o programa
Flora e Funga do Brasil (2023), integrante do Programa REFLORA/CNPq lancado em 2010
pelo governo brasileiro, existe cerca de mais de 5 mil espécies de algas catalogadas no pais
caracterizando como lar da flora mais rica do mundo. Tal particularidade juntamente aos niveis
de insolacéo altos e constantes ao longo do ano na maior parte do seu territdrio torna o Brasil
como potencial produtor em larga escala de microalgas.

De acordo com Brasil e Garcia (2016), o cultivo e o processamento de microalgas
podem ser realizados em um mesmo local, uma caracteristica que favorece a producdo integrada
e sequencial de varios produtos e reduz os custos de logistica nas instalagbes de biorrefinarias.
Além disso, a obtencdo dos produtos metabdlitos gerados no cultivo comercial de microalgas
sdo utilizados na alimentacdo de organismos marinhos e terrestres, suplementos alimentares
humanos e processos ecossistémicos relativos a biorremediacdo/fitorremediacdo de aguas
residuais e residuos toxico, fertilizacdo do solo e biocombustiveis com suprimento da alta
demanda de combustiveis fésseis por intermédio da inser¢do de fotobiorreatores em grande
escala além da adocdo de integras técnicas econdmicas quando produzidos sob uso de lipidios
de microalgas ao invés de 0Oleos de culturas de sementes tradicionais e gorduras animais via
reacdo de transesterificacdo (Perez-Garcia et al., 2011; Sajjadi et al., 2018; Abd El Baky, El
Baroty, 2023).

Analogamente, vantagens aplicadas no emprego de algas no ramo da biotecnologia em
multiplas aplicagdes como na industria farmacéutica podem ser descritas, conforme Hu et al.
(2008) explicita:

e sintetizar e acumular grandes quantidades de lipideo neutro/6leo, ou carboidrato (20-50%
do peso seco);

e crescimento a taxas elevadas (por exemplo, duplica de 1-3 vezes por dia), toleram regides
que ndo sdo adequados para a agricultura convencional (por exemplo, solos do deserto,

arido e semiarido);
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e utilizar os nutrientes para o crescimento, tais como nitrogénio e fosforo a partir de uma
variedade de fontes de &guas residuais, proporcionando o beneficio adicional de
biorremediacdo em aguas residuais;

e removem o diéxido de carbono de gases emitidos de combustiveis fosseis de usinas
termoelétricas e outras fontes, gerando assim uma maior reducdo das emissdes de gas no
efeito estufa;

e produz coprodutos ou subprodutos de alto valor agregado (biopolimeros, proteinas,
polissacarideos, pigmentos, racdo animal, fertilizante e H>);

e crescem durante todo 0 ano com uma produtividade cerca de dez vezes maior que vegetais

superiores.

2.2.1 Caracteristicas bioldgicas da Divisdo Chlorophyta
Grupo de organismos eucarioticos subdivididas em quatro classes com inimeras
pluralidades morfoldgicas apresentando formas microscépicas e macroscopicas, amido
(composto de amilose e amilopectina) como produto de armazenamento diferindo de
outras algas pela producéo no interior dos cloroplastos, clorofila a e b, carotenoides que,
na deficiéncia de nitrogénio ou outro estresse ocasionado no meio, podem ser sintetizados
e acumulados fora dos cloroplastos (Tomaselli, 2008).

% Classe Prasinophyceae: também descrito na literatura como Micromonadophyceae,
corresponde ao grupo polifilético ou parafilético de algas verdes flageladas
unicelulares com mitose aberta ou fechada, com ou sem fuso tel6fase (Ultima etapa
da mitose) persistente e citocinese por um sulco de clivagem ou placa celular de

vesicula dentro do ficoplasto (Hoek et al., 1995);

X/

% Classe Charophyceae: grupo amplo predominantemente de agua doce podendo ser
encontrado em forma unicelulares, filamentosos, coloniais ou multicelulares. S&o
caracterizados pela existéncia de células mdveis assimétricas com dois flagelos
anexados em posicgéo lateral, armazenamento de amido em plastidios caracteristicos
e reproducdo sexuada (oriundo de zigoto dormente) ocorrendo meiose no zigoto

germinado (Horta; Ouriques, 2009);

K/
L X4

Classe Ulvophyceae: essencialmente marinhas e benténicas incluindo cerca de 2000
mil espécies (uma minoria equivalente a 200 espécimes ocorre em aguas doces),
possibilidade de reproducédo sexuada ou assexuada através da divisdo celular por

sulcos sem ficoplastos e ciclo de vida diplo-hapl6ntico heteromdrfico ou isomorfico,
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ou um ciclo de vida hapléntico, além de parede celular compostas de celulose,
mananas, xilanas e polissacarideos sulfatados (Leliaert, 2019);

% Classe Chlorophyceae: grupo monofilético cosmopolitas de grande maioria
microscopica de agua doce com células modveis de raizes flagelares com simetria
externa radial, reproducdo sexuada (geralmente haplontico com fase de dorméncia
do zigoto) e assexuada (divisdo celular ou producdo de zodsporos ou autésporos),
destacando a ocorréncia de simbiose de algumas espécies com fungos denominados
liquens (Leliaert, 2019).

Promovendo uma analise quanto a microalga Tetradesmus obliquus, clordfita
pertencente a classe das cloroficeas, as mesmas sao caracterizadas por sua forma elipsoidal de
col6nias planas em série linear, agrupamento comumente em 4-8 células, biomassa consistida
de alta fonte de proteinas como lectinas e alto indice de crescimento a tornando um dos
principais empregos na producdo de biocombustiveis, hidrolisados proteicos e proteinas
(Movafagh et al., 2013; Silva et al., 2018; Leon-Saiki et al., 2018).

Além disso, processos de estresse no cultivo de Tetradesmus obliquus equivalentes a
alteracdo de fendmenos de autorregulagéo celular estruturados nas etapas de alerta, regulagéo,
aclimatacdo e adaptacdo possibilitam a atribuicdo de componentes positivos ao desviar a
homeostase da microalga através da regulagdo de CO- no sistema de cultivo corroborando néo
apenas na geracdo de acidos graxos saturados como também na melhoria das etapas de extracdo

de carotenoides e vitaminas (Borowitzka, 2018; Tang et al., 2011; Chronopoulou et al., 2019).

2.2.2 Aspectos nutricionais e ambientais

Classificadas como fototroficas, na grande maioria dos casos, as microalgas autotréficas
assimilam como metabolito principal carbono de fonte inorganica, sintetizam hidroxilas e como
consequéncia, promovem o aumento do pH no sistema. Com base nos argumentos de
Khatiwada et al. (2022) e Lu et al. (2018), condi¢Oes ideais para o desenvolvimento algal
inserido no sistema de cultivo em condi¢bes fototroficas sdo obtidos por intermédio da
conversdo da iluminagédo (fonte de energia) e CO (fonte de carbono organico) em energia
guimica além de outros fatores como nutrientes (nitrogénio, fésforo e enxofre) e varios

oligoelementos.

Dado as mdltiplas classes metabolicas das microalgas, as mesmas apresentam diferencas
simbdlicas em seus mecanismos. Abiusi et al. (2021) afirmam que cultivos de microalgas com

metabolismo heterotrofico (ou seja, assimilam carbono orgéanico como glicose, glicerol e
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sacarose apresentando producdo de CO- e diminuicdo do pH) séo tipificados pela minimizagéo
de transtornos limitados pelo uso da iluminagédo e obter altas concentragdes de biomassa, no
entanto nem todas as espécies de microalgas conseguem tolerar e se desenvolver nesta condicédo
de cultivo. Nesse contexto, a Tabela 4 visa fornecer uma visdo geral da composi¢édo nutricional
caracteristica das principais divisdes de algas, sendo possivel observar padrées intrigantes que
refletem suas adaptacdes evolutivas e habitats especificos.

Tabela 4 — Distribuicdo nutricional acercas das divisdes algais

Divisdo Tipo de Nutricéo Produto de Reserva
Cyanophyta Estritamente fototroficas po_dendo ocorrer Glicogénio
de modo facultativo
Prochlorophyta Fotossintetizantes Amido
Chlorophyta Maioria fotoautotrdfica Amido

Maioria heterotr6fica com existéncia de

. o Granulos de Paramilo
espécimes fotossintetizantes

Euglenophyta

Rhodophyta Fototréficos Amido
Haptophyta Ma_ioria fc_)totréficas com ocorréncia} de Semelhante ao Qaramilo
mixotrofia (osmotrofia ou fagotrofia) das euglenoficeas
Heterokontophyta Quase sempre autotroficas Crisolaminarina
Maioria fototréficas com ocorréncia de

Gréaos de graos de glicanos

Cryptophyta heterotroficas sem plastidios ou com a1-4 ramificados em o1-6

plastidio nao-pigmentado

Fotossintéticos ou heterotrofos
(fagotroficos ou osmotrofia)
Fonte: Adaptado de Reviers, 2006.

Dinophyta Amido e reservas lipidicas

Esses microrganismos encontram-se em constante processo de respiracao ocasionando
perda de biomassa com a presenca de luz (item mais evidenciado na auséncia) compensada com
0 alto ganho no processo fotossintético. Como mecanismo mitigatério, fontes de carbono como
fonte de energia durante a auséncia de luz sdo inseridos nos cultivos algais configurando as
condi¢des do meio metabdlico como mixotroficos (fontes de carbono organico e inorganico
como fonte de energia) apresentando como fatores relevantes na velocidade de crescimento e
multiplicacdo da espécie a luz, a qualidade e a quantidade de nutrientes, a temperatura,
salinidade, pH, agitacéo e a qualidade da cepa (Raven, Beardall, 2016; Miao et al., 2016).

e Carbono, Nitrogénio e Fosforo
Designado como principal componente na producdo de biomassa algal, a fonte de
carbono varia de acordo com o sistema metabdlico do microrganismo sendo absorgdo de

carbono sob a forma de didxido gasoso e conversdo em hidrocarbonetos durante o processo de
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fotossintese (microalgas fototréficas) e absorcdo substancias organicas como, por exemplo,
acucares (sacarose, glicose e frutose), acidos orgéanicos (&cido acético, acido lactico), alcoois e
aminoacidos (microalgas heterotréficas ou mixotrofica) sendo capazes de absorver
aproximadamente entre 1,65 e 1,83 g de dioxido de carbono a cada 1 g de biomassa obtida (Lee,
2004).

Em condi¢Bes mixotroficas o crescimento microalgal detéem da combinagdo de
processos metabolicos autotréficos e heterotréficos (sendo chamado de mixotrofico)
promovendo o funcionamento de fotossintese e assimilacdo de carbono orgénico e inorganico,
resultando assim no aumento de produtividade (PEREIRA et al., 2012; MOSER et al., 2017).

O cultivo mixotrofico ganha destaque quando analisado o desempenho do cultivo no
periodo da noite (ciclo escuro) onde a concentracdo celular das microalgas diminui pois se
instaura uma interrupcdo na fase de crescimento autotrofico, mas havendo carbono orgénico ha
a possivel incorporacgdo dele precavendo a perda de biomassa e ativando o crescimento celular
continuo independente do ciclo vigente como exemplo da microalga Galdieria sulphuraria
(Cyanidiaceae) (Ogbonna, Tanaka, 1998; Barone et al., 2020).

Vale ressaltar a adocao usual de sistemas de cultivo em batelada ou estacionario mesmo
nos casos de cultivo em larga escala com assimilagcdo de carbono organico dependendo da
disponibilidade de transporte interno da célula e a presenca de enzimas especificas que
convertem tais fontes de carbono em percursores adequados para o metabolismo algal (Azma
etal., 2011; Bussa et al., 2019)

Pontua-se ainda a importancia do nitrogénio e fdésforo no periodo de cultivo das
microalgas sendo obtido através dos efluentes nutricionalmente autossuficientes com
assimilacdo de nitrogénio na forma de nitrato e amonia para sintese de compostos celulares e
producdo de proteinas por exemplo, paralelamente os impactos do fosforo no crescimento algal
constitui a regeneracao de substratos no clico de Calvin-Benson e estabilizacdo da quantidade
de proteinas e clorofila (Baiee, 2016).

Pesquisas concentradas na busca de maximizar as condic¢des de cultivo da T. obliquus
sob sistema mixotrofico destacam melhores adequacGes a fontes de carbono glicose ao invés
de acetado (producdo de biomassa em 14,77 g-L! e 2,5 g-L! respectivamente), fontes de
nitrogénio utilizando nitrato ao invés de amonia e uréia (producéo de biomassa 2-3 vezes maior)
e maior produtividade em biodiesel quando exposto a variacdo do nivel de suprimento de
fosforo percorrendo pelo esgotamento e limitacdo até reposigdo além da maior producgdo de
ésteres metilicos de acidos graxos (FAMEs — fatty acid methyl esters) na ordem de 24,2 mg-L-

L.dia™ constatando um possivel “gatilho lipidico” representado pela falta de nitrogénio
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adicionado de suprimento suficiente de fosforo (Shen et al., 2018; Vieira, 2018; Tang et al.,
2011; Chu et al., 2014).

e Temperatura

Relacionado com a expressao génica, atividade enzimatica e a variagdo do metabolismo
algal de maneira diretamente proporcional (elevadas temperaturas aceleram o metabolismo), a
temperatura encontra-se como notavel atuante na producdo de biomassa, proteinas, lipidios e
compostos fenolicos apresentando efeito mais acentuado na respiracdo escura onde o aumento
da taxa respiratéria (principalmente quando a temperatura a noite € elevada) faz com que o
fendmeno de perda noturna de biomassa diminua a produtividade do cultivo (Horvéth et al.,
2012; Tan et al., 2017; Dourou et al., 2018).

Conforme Furhan (2020) e Leya (2020), o crescimento algal detém como temperatura
Otima valores entre 35 e 37°C podendo tolerar temperaturas de 8 a 15° C abaixo do valor étimo
(caso de microalgas classificadas como psicréfilos que apresentam temperaturas 6timas de
crescimento iguais ou inferiores a 15 °C e temperaturas maximas de crescimento abaixo de 20
°C) e apenas aproximadamente 4°C acima. Contudo, ressalta-se que baixas temperaturas
acometem o desaceleramento do metabolismo inibindo a taxa de crescimento e, no caso de
temperaturas muito acima do recomendado podem acarretar a morte da cultura (Mata et al.,
2010)

Entretanto, vale ressaltar que cada espécime de microalga apresenta suas respectivas
faixas Otimas de temperatura com base nas suas caracteristicas bioldgicas, ambientais e
nutricionais sendo classificadas como psicrofilicos (ja abordado anteriormente), mesofilicos
(temperatura ideal variando entre 25 e 35°C, como exemplo da microalga Tetradesmus
obliquus) e termofilicos (resisténcia a temperaturas mais elevadas podendo chegar até 60°)

(Gonzalez-Camejo et al., 2019).

e Agitacdoe pH
Relativo a componente agitacdo da cultura (meio liquido) tem como funcéo evitar a
foto-oxidacdo pela eliminacdo do oxigénio supersaturado no meio além de promover a
suspensdo continua das celulas evitando deposi¢do no fundo do fotobiorreator de parte das
células presentes enquanto outras seguem na superficie absorvendo luz em excesso (Brennan;
Owende, 2010).
Paralelamente, segundo Tripathi (2015), o potencial hidrogenionico (pH) das células

algais é considerado como componente de influéncia no crescimento e produtividade das algas
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sendo definido como citos6lico (neutro ou ligeiramente alcalino) com enzimas celulares
sensitivas as mudancas de pH.

Acresce-se ainda a relagdo entre a adicdo de CO e o controle do pH nos meios de
cultivos visto a necessidade de estabilizacdo do sistema bioldgico por meio da injecdo de CO»
onde, em consequéncia da elevacdo da concentracdo de CO2, ocorre a mudanca pH da mistura
para meio acido afetando negativamente a fisiologia das células. Além disso, o CO. é
caracterizado como a fonte de carbono inorganico das microalgas em condi¢des de pH abaixo
de 5, diferente do intervalo de pH entre 7 e 9 onde a fonte mais relevante passa a ser bicarbonato,
e acima de 9,5, carbonato (Kumar et al., 2011; Fernandez et al., 2021).

Vale ressaltar a determinacdo de pH 6timo para microalgas da espécie T. obliquus
equivalente producdo de biomassa, lipidios e crescimento valores proximos da neutralidade, ou
seja, entre 7,0 e 8,0 (Dias et al., 2022).

e Intensidade Luminosa

Designada como item imprescindivel nos processos fotossintéticos, a luminosidade
corresponde para os sistemas de cultivos algais como fonte de energia para conversao de
nutrientes inorganicos e dissolvidos no sistema em biomassa necessitando ser disponibilizada
em mecanismos continuos (dada impossibilidade de acimulo) afetando o organismo algal pela
quantidade de energia disponivel (intensidade luminosa), pela periodicidade do suprimento
(fotoperiodo) e pala composicéo do espectro de radiacdo (Richmond, 1990).

Especificando as microalgas, a intensidade luminosa minima requerida deve ser entre
10 e 15 pmol-m2-st para assimilagdo de determinados compostos como a glicose com faixa de
luminosidade fotossinteticamente ativa nos comprimentos de onda entre 400 e 750 nm sendo
um fator limitante na produtividade (Subramanian et al., 2016).

Apesar da grande importancia nesses sistemas, Chojnacka e Marquez-Rocha (2004)
alertam que taxas extremas de luminosidade sdo responsaveis pela ocorréncia de mecanismos
inibidores do crescimento algal como a formacéo de perdxido de hidrogénio (toxico as células)
oriundos da reagéo entre a agua e elétrons de alta energia na célula obtido pelo fluxo de fétons
absorvidos nos tilacoides.

Gongalves et al. (2019) analisou o comportamento da Tetradesmus obliquus sob
diferentes configuragfes na intensidade luminosa constatando o efeito significativo na
producéo de biomassa com incremento na quantidade de carotenoides e clorofila a e b quando

expostos a juncéo entre a cor de luz azul e intensidade de 25 umol-fotons-m2-s™ de luz branca,
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e elevada concentracdo final de biomassa condicionada a exposi¢éo a luz verde com intensidade
de 95 umol-fétons-m2-s*t durante o cultivo.

Acresce ainda estudos consistidos na analise de maultiplas condi¢des de irradiacdo no
crescimento da T. obliquus verificando a taxa de crescimento maxima em fotons de 150
umol-m2-st e impactos correlatos ao fotoperiodos/ciclo claro-escuro constatando a
favorecimento no aumento do desenvolvimento celular e producdo de proteinas ou no teor de
lipidios/clorofila sob condi¢cdes de iluminacdo constante e periodos escuros (12:12),

respectivamente (Gris et al., 2014; Vendruscolo et al., 2019).

2.2.3 Microalgas no tratamento de efluentes

Devido aos beneficios competitivos desses microrganismos na conversao de materiais
organicos e inorganicos, como nitrogénio e fésforo (nutrientes agentes da eutrofizacdo) em
biomassa para a producdo de bioprodutos valiosos e de interesse de mercado, a insercdo de
microalgas em tratamento de residuos para o tratamento secundario e terciario dos residuos vem
adquirindo destaque atrativo na perspectiva cientifica e comercial com registros de pioneirismo
na década de 50 (Lima et al., 2007; Lutzu et al., 2021).

Dentre 0s processos de tratamento de efluentes (ou outros tipos residuos) com utilizacéo
de agentes bioldgicos, destaca-se a biorremediacao, setor oriundo da biotecnologia com énfase
na insercdo de microrganismos no tratamento ambiental com a ressalva da troca de nomeacéo
para ficorremediacdo quando ocorre a utilizacdo de microalgas no processo com aplicagdo no
consumo de nutrientes de residuos ou aguas residuais (nitrogénio e fésforo) e consequentemente
ofertando producéo de biomassa. Tem-se entdo como objetivo a remoc¢édo ou biotransformacéo
de contaminantes e componentes tdxicos em espécies quimicas ndo reativas com realizacao de
trés formas distintas: biossor¢éo, biocoagulacao e biodegradacdo (Emparan et al., 2019).

e Biossorcao: agregamento de compostos na superficie celular, permitindo a remocéo dos
contaminantes com recuperacao de biomassa;

e Biocoagulacdo: adsorc¢ao dos contaminantes na cadeia polimérica sendo arrastado para
fora da solucédo durante a decantacao;

e Biodegradacédo: rompimento de ligagdes quimicas dos contaminantes, que s&o
metabolizadas durante o crescimento celular, reduzindo o composto inicial em CO2 ou
na sintese de compostos organicos celulares.

Conforme a EMPRABA (2016), sob um olhar voltada a aplicagdo em efluentes de

indUstrias agroenergéticas como meio cultivo, destaca-se a utilizagdo da vinhacga (aplicada em



27

condigdes atuais na fertirrigacdo dos canaviais) com o aproveitamento das altas concentragoes
de nutrientes essenciais para as microalgas (NPK — nitrogénio, fosforo e potassio) e particulares
complicacdes apresentadas na etapa da fotossintese com a dificuldade da passagem de luz
devida coloracéo escura do efluente, além das elevadas cargas de matéria organica responsaveis
por favorecer a proliferacdo de bactérias e leveduras promovendo assim a contaminacgdo do
meio de cultivo e fragilidades no crescimento das microalgas mesmo com a alta presenca de
NPK.

Acresce ainda aplica¢fes da industria sucroalcooleira com o aproveitamento de géas
carbdnico (COz) sendo este injetado nos sistemas de cultivo corroborando na fotossintese
microalgal com promogédo da biofixa¢do e redugdo das concentragdes de CO, emitidos na
atmosfera, e do efluente Pome (palm oil mill efluent) resultante do processamento da palma-de-
0leo (dendé) caracterizado por acOes poluidoras semelhantes a vinhaca (Khalid et al., 2019;
Hariz et al., 2019).

Remetendo-se a tematica do presente projeto, a industria de lacticinios contribui de
forma significativa nos estudos da funcionalidade de seus respectivos efluentes tendo em vista,
como explicita Markou e Georgakakis (2011) ou Bella e Rao (2023), devido ao seu elevado
consumo de agua e geracdo de efluentes liquidos resultantes de operagdes de lavagens de silos,
tubulagdes, tanques, pasteurizadores e equipamentos como exposto na Figura 1.



Figura 1 — Principais fontes de geracéo de efluentes nas usinas de laticinios
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Estudos realizados visando contornar os impactos ambientais oriundos do langamento
de &guas residuérias de laticinios enfocam na utilizacdo dos mesmos para geracdo de biomassa,
biossintese de lipidios, producdo de biodiesel e acimulo de produtos com valor agregado sob
um regime mixotrofico (PATEL et al., 2020). Experimentos realizados sob condicdes
mixotroficas por Kuravi e Venkata Mohan (2022) (estruturados na utilizacdo da microalga
Monoraphidium sp. O SVMIICT6) constataram o acumulo de conteudo de carboidratos,
proteinas e lipidios de 22,88%, 48,88% e 25%, respectivamente.

Pontua-se ainda estudos de Chaves et al. (2012) e Kiran e Venkata Mohan (2022)
promoveram analises acerca do tratamento com agente microalgal de concentracdes de
efluentes proveniente das aguas residuais de laticinios (destaque para utilizagdo, na pesquisa de
Chaves et al. (2012), da agua de lavagem das maquinas e equipamentos de producédo) com as
espécimes Spirulina generation, obtendo reducédo de até 93,6% para a concentragdo inicial de
DQO igual a 2.800 mg-L! em frascos de Erlenmeyer, e Tetradesmus sp. SVMIICT4 —
alcancando 2,38 g-L* de biomassa e eficiéncia de remocgdo de DQO de 95,5% (concentragéo
inicial de 3.600 mg-L™).

2.2.4 Tetradesmus obliquus e o tratamento de efluente

Com base nos argumentos de Breuer et al. (2014) a microalga Tetradesmus obliquus
(nomeada antigamente como Scenedesmus acutus), assim como outros espécimes do género
Tetradesmus (filo Chlorophyta), detém da capacidade de acumular até 55% do seu peso seco
na configuracdo de lipideos e até 40% na forma de amido. Acresce ainda sua capacidade de
consumir diversas fontes de carbono inorgéanico e organico, notavel adaptacdo a condi¢des de
estresse relativo ao biossistema inserido além da alta taxa de crescimento e acimulo de
quantidades substanciais de macromoléculas de interesse (Islami, Assareh; 2019).

Em aplicacdo no tratamento de efluentes gerados da suinocultura caracterizados pelas
elevadas concentracdes de azoto amoniacal e matéria organica, estas toxicas as microalgas, a
Tetradesmus obliquus possui pontos positivos quanto sua posterior utilizacdo da biomassa
oriunda do processo como biofertilizante ou bioestimulante além das relevantes remogdes de
contaminantes. Como solucdo da problemética anterior, tem-se o incremento de pre-
tratamentos como photo-Fenton e stripping de amonia de modo separados e sequenciais
reduzindo o nivel de amdnia (NH*"), fosforo (PO4+*), demanda quimica de oxigénio (DQO) e a
cor. O fator resultado apresentou, com associacao de pré-tratamento com PF e AS seguido da

insercdo de microalgas, possibilitou redugdes de DQO (teor inicial de 3.554 + 181 mg-L™),
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NH** (teor inicial de 1.725,63 + 34,29 mg-L™), e POs* (teor inicial de 123 + 6,15 mg-L™?) em
95, 100, 100%, respectivamente (Ferreira, 2022).

Pesquisas realizadas por Silva (2022) utilizaram a microalga Tetradesmus obliquus
incubada em meio sintético composto de varios sais organicos e inorganicos como exemplo
nitrato de sodio, sulfato ferroso hepta-hidratado e fosfato de potéssio dibasico (meio CHU),
iluminagio permanente de 24 horas por dia (100 pmol fétons-m2.st) misturadas com 1g de
alginato de calcio e gotejadas em uma solucdo de cloreto de célcio (CaClz) 0,4 M sob a agitacédo
constante formando a gelificagcdo ibnica/ionotropica e, consequentemente, esferas instantaneas
de microalgas variando na ordem de 4 mm de didmetro. Além disso, apds a formacdo das
esferas, as mesmas foram submetidas ao banho numa solucéo de quitosana solubilizada em 2%
de &cido acético e armazenadas em solucdo heptamolibidato de amdnia para surgimento de
nanoporos de quitosana na superficie das esferas. Como resultado (Grafico 2) da imobilizacéo

da T. obliquus, foram obtidas eficiéncias de remocéo de fosfato em cerca de 80%.

Gréfico 2 — Curvas de crescimento celular e a de redu¢éo do fosfato no meio
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Fonte: Adaptado de Silva (2022)

Debates pautados sobre os sistemas de cultivos da T. obliquus s&o estruturados conforme
sua aplicacdo no setor de tratamento de efluentes apresentando, no caso de Piasecka et al.
(2020), teste de desempenho com inducéo das vias metabdlicas pela suplementacdo com melago
de beterraba como fonte de carbono e nitrogénio, realizando trés distintos mecanismos: sistemas
autotrdficos, fotoheterotroficos e mixotrofico, equivalendo respectivamente em cultura aerada

(controle), cultura suplementada com melaco e cultura suplementada com melago aerado.
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Por intermedio de anélises gréficas das curvas de crescimento (Grafico 3), Piasecka et
al. (2020) constataram fases de crescimento individuais e taxa de crescimento aumentada na
ordem autotrofico < fotoheterotréfico < mixotréfico apresentando as seguintes caracteristicas:

e Cultura autotrofica: observacéo de fase linear com obtencio de 2,12 g-L* a biomassa
celular de T. obliquus obtidos ap6s 12 dias de cultivo correspondendo ao tempo de
duplicacdo de biomassa superior a 51 horas e 2,4 vezes menor na cultura mixotrofica

e Cultura fotoheterotrofica: curta fase lag (0-1 dia), seguida por uma fase logaritmica

(1-4 dias) e uma fase estacionaria (4-12 dias);

e Cultura mixotrofica: curta fase lag (0-1 dia) e uma fase de log (1-4 dias) com

diminuicdo do crescimento sem observacdo de fase estacionéria tipica, registrando o

maior crescimento de biomassa de T. obliquus igual a 4,21 g-L! com nivel de

produtividade diaria estimado em 0,39 g-L*-dia™.

Gréfico 3 — Curva de crescimento de Tetradesmus obliquus sob distintas condi¢des
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Fonte: Adaptado de Piasecka et al. (2020).

2.3 Fungos filamentosos

Caracterizados como seres eucariéticos, os fungos destacam-se por sua vasta quantidade
de espécies (estima-se cerca de 1,5 milhdo de espécies sendo destas apenas cerca de 90 mil
conhecidas e descritas) geralmente filamentosos e multicelulares cujo crescimento &
comumente apical, contudo, fragmentos hifalicos em geral quando destacados e colocados em

condicgdes adequadas possibilitam a origem de uma nova formacdo micelial; com reproducéo
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podendo ser assexual (fase anamorfica), sexual (fase teleomorfica) ou a juncdo dessas fases
(fase holomorfica) (Putzke, 2004; Vermelho et al., 2019).

Apresentam-se sua soma (fase vegetativa) em duas possiveis formas de unidade
morfologica basica sendo elas a leveduriforme/levuriforme e a hifal, entretanto podendo ainda
ser classificado como dimdrfico que correspondem a fungos filamentosos capazes de assumir
forma de levedura sob condic¢des particulares, diminuindo a capacidade de filamentacéo e
dividindo-se por brotamento, conferindo as col6nias aspecto cremoso (Leite, Esposito; 2010,
ANVISA, 2004).

Vale ressaltar, com base nos argumentos de Leite e Esposito (2010), a utilizacdo
imprépria de termo filamentoso para todos os fungos de modo indefinido quando, na verdade,
a generalidade dos Filos ou Divisées do Reino Fungi apresenta-se filamentoso e com suas
respectivas distin¢cdes morfofisiologicas, genéticas, bioquimicas etc.

Referente ao seu respectivo Reino, conforme Leite (2010), a teoria mais viavel a maior
proximidade do Reino Fungi ao Reino Animmalia que do Plantae considerando caracteristicas
como:

e Existéncia de flagelo posterior;

e Produto de reserva — glicogénio;

e Seu codigo mitocondrial UGA codifica triptofano;

e Presenca de quitina, ou seja, polissacarideo formado por longas cadeias de N-
acetilglucosamina (2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose). Atua nos fungos como
parte constituinte da parede celular que proporciona rigidez as células.

Os estudos voltados ao sistema de classificacdo dos fungos, dados avangos gradativos
nas analises morfoldgicas, fisioldgicas e microscopia eletrdnica, encontram-se em corrigueiras
adicdes ou alteracdes até os dias atuais. Segundo Alexopoulos et al. (1996), o Reino Fungi pode
ser separado e agrupado em trés reinos sendo eles Fungi (definido por alguns autores como
“fungos verdadeiros” ou apenas Fungos com a letra inicial maidscula), Stramenipila
(microrganismos antes denominados como “fungos zoospdricos™) e Protista (agrupados em
quatro Filos polifiléticos).

Contudo como dito anteriormente, dado avangos tedricos e tecnoldgicos, novas
classificagOes e alteracdes nas divisdes assumindo a divisdo em Reinos Fungi, Chromista e
Protista em 2001 e posteriormente em 2008 (KIRK et al., 2008).

As figuras 2 e 3 apresentadas abaixo ilustram as classificacbes dos fungos,
pseudofungos e organismos plasmodiais nas décadas de 1990 e 2001/2008, proporcionando
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uma visdo comparativa das mudangas e desenvolvimentos ocorridos nesse periodo enfatizando
assim a incorporagdo de novos dados moleculares e morfologicos, resultando em uma
classificacdo mais refinada e abrangente, que melhor reflete as relagdes evolutivas entre 0s
diferentes taxons.

Figura 2 — Classificagdo dos fungos, pseudofungos e organismos plasmodiais década de 1990
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Fonte: Alexopoulos et al., 1996
Figura 3 — Classificacdo dos fungos, pseudofungos e organismos plasmodiais 2001/2008
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Fonte: Adaptado de Kirk et al., 2008.
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Promovendo uma descri¢do sobre o fungo Cunninghamella echinulata, pertencente a
Ordem Mucorales e representantes da Divisdo Zygomycota, pode-se constatar como grande
potencial produtor de acido gama-linolénico lipidico e 06leos unicelulares além da habilidade
em processos de biorremediacdo de metais metalicos em adguas contaminadas por meio da acédo
em absorver e capturar esses componentes; porém apesar de tais caracteristicas positivas, seu
fator patogénico para doencgas reduzindo suas atribuicbes em recuperagdes ambientais (Xie et
al., 2015; El-Baz et al., 2021).

2.3.1 Caracteristicas biologicas do Filo Zygomycota

Apesar de algumas espécies se enquadrarem como dimorficas, a grande maioria
apresenta-se na forma micelial ramificado e cenocitico quando jovens com a possibilidade do
desenvolvimento de septos com microporos quando crescidos. Além disso, sua parede celular
¢ constituida por quitina (copolimero constituido por unidades N-acetil-D-glucosamina e D-
glicosamina) e quitosana (polissacarideo amino derivado do processo de desacetilacdo da
quitina) ou no caso dos microrganismos pertencentes ao Tricomicetos, por galactosamina e
polimeros de galactose (Moreira, Schoenlein-Crusius; 2010).

Relativo ao sistema de reconhecimento sexual tem-se a divisdo das espécies inseridas
nesse Filo entre homotalicas (zigésporo formado em culturas derivadas de um unico
esporangidsporo) e heterotalica (existéncia de dois isolados ou culturas compativeis (+) e (-) no
processo sexual).

O processo de reproducéo sexuada ocorre por copulacdo gametangial na porcéao terminal
das hifas por intermédio da fusdo dos gametangios ligados a hifa por uma estrutura denominada
suspensor. Através desse processo, resulta-se a formacdo do zisporangio correspondente a uma
estrutura de paredes grossas produtora de um zigésporo (Santos, 2015).

Ja o processo de reproducdo assexuada, de acordo com argumentos de Leite (2010) e
Maia (2005), consistido na diferenciacdo de hifas especializadas (esporangi¢foros), ou seja,
pequena formacdo do talo do fungo que suporta em suas extremidades o esporangio
correspondente ao local (em seu interior) de producéo de seus esporos (esporangiosporos). Vale
ressaltar que um esporangio pode conter cerca de 100.000 unidades de esporangidsporos, sendo
estes um possivel critério de classificagdo conforme descrito abaixo:

% Esporangiolo: esporangio apresenta numero reduzido de esporos (2-30);

o,

% Esporangiolo Uniesporado: presenca de apenas um esporo;
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% Merosporos: dispostos em série linear (2-14 unidades), dentro de estruturas

saculares (neste caso a estrutura de transporte denomina-se merosporangio).

Acresce ainda que, em algumas espécies dentro do respectivo Filo, ocorre a producao
de clamidosporos e artrosporos ou ainda azigdsporos (estruturas originadas
partenogeneticamente sem plasmogamia ou cariogamia semelhantes a zigésporo) (Alexopoulos
etal., 1996).

Figura 4 — Ciclo reprodutivo dos Zygomycotas
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Fonte: Livingstone, 1995.

Especificando a respeito do Cunninghamella echinulata, pesquisadores argumentam a
designacdo do mesmo como fungo oleaginoso com eficiéncia no acumulo de lipidios
microbianos e, posteriormente mediante analises, capaz nao apenas de tratar aguas residuarias
como também produzir lipidios microbianos, 6leos unicelulares e colher de maneira eficaz
microalgas com caracteristicas de formacdo de pellets sob necessidade de ser co-cultivado
(solucdo de esporos) com células de algas em meio de microalgas (Wang et al., 2007; Xie et
al., 2013; Papanikolaou; Aggelis, 2019).

2.3.2 Aspectos nutricionais e ambientais dos fungos

Considerados como seres heterotroficos, os fungos demandam de materiais organicos ja
formados como fonte de energia (através da respiracao celular ou fermentacdo) e constituintes
celulares, estruturando sua nutricdo por absor¢do de nutrientes sollveis simples como
consequéncia da rigidez apresentada na parede celular; além de apresentar habilidades
importantes para sua sobrevivéncia como transporte diminuido ou impermeabilidade, efluxo,
compartimentacéo intracelular e sequestro, transformacao de valéncia (reducéo e oxidacao de

atomos) e precipitacdo intra e extracelular (formacdo de precipitados cristalinos ou amorfos)
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(Molinaro, 2010; Iram et al., 2013; Torres-Cruz et al., 2018). A Tabela 5 destaca os principais

componentes que conferem estrutura e funcionalidade a esses organismos, revelando a

complexidade e a diversidade dos materiais que comp&em suas paredes celulares.

Tabela 5 — Composi¢do quimica da parede celular de fungos do Reino Fungi

Filo Componentes Fibrilares Componentes Matriciais
. L Quitina a-(1-3)- glicano
Ascomycota/Mitosporicos B-(1-3)- B-(1-6)- glicanos Proteina Galactomano
- Quitina a-(1-3)- glicano
Basidiomycota B-(1-3)- B-(1-6)- glicanos Proteina Xilomano
Zvaomveota Quitina Acido Poliglucurénico
ygomy Quitosano Proteina Glucuronomano
- Quitina T
Chytridiomycota Quitosano B-glicano

Fonte: Adaptado de Deacon, 1997

Ainda se utilizando-se dos argumentos de Molinaro (2010), os fungos vivem em estado
de saprofitismo, parasitismo, simbiose (liquens ou formacdo de micorrizas, por exemplo) ou
mutualismo dado a auséncia de clorofila e, consequentemente, o substrato forneca as
substancias ja elaboradas indispensaveis a alimentacdo. Sendo assim, 0s mesmos podem ser

classificados em:

% Saprdfitos Obrigatorios: vivem exclusivamente em matéria organica morta, ndo
podendo parasitar organismos Vivos;

% Parasitas Facultativos ou Saprofitos Facultativos: capazes de causar doengas ou de

viver em restos organicos, de acordo com as circunstancias;

% Parasitas Obrigatérios: vivem exclusivamente atacando organismos vivos.

Dentre as substancias para o desenvolvimento encontradas na natureza com énfase das
macromoléculas insoltveis, alguns compostos como monossacarideos, alguns dissacarideos,
aminoacidos e vitaminas apresentam condicdes de entrar nas celulas sem modificagdes.
Contudo, paralelamente, a incorporacdo direta de compostos como polissacarideos, proteinas,
acidos nucléicos, lignina, lipideos dentre outros de grande peso molecular necessitam passar
por distintos mecanismos para ser hidrolizados (digeridos) extracelularmente em nivel de
unidade monomérica soluvel para possibilitar a penetracéo na parede e membrana celular antes
de alcancar o citoplasma (Galvagno; Forchiassin, 2010).

Do ponto de vista de Putzke (2004) e Angelo (2010), estes organismos realizam a

reducdo das moléculas através da secrecdo de biocatalisadores organicos denominadas de
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exoenzimas como caso das enzimas hidroliticas responsaveis pela catéalise de reacbes de
hidrélise de diversos substratos. Logo, apesar da existéncia comum de certas tipologias (com
exemplo, proteases e endonucleases), alguns espécimes de fungos podem excretar distintas
exoenzimas em condi¢cdes de ambientes especificos.

Em relagdo ao Filo Zygomicota, sdo encontrados em formas de vida livre (como
exemplo, Pilobolus sp.) e parasitas de plantas e animais ou simbiontes. Quando proliferados na
forma de vida livre e em relacdo simbidtica com raizes de plantas, os zigomicetos detém da
capacidade na geracdo de endomicorrizas formando um envoltorio ao redor do apice radicular
sendo responsaveis pela invasdo do interior de células corticais das raizes de plantas (UFU,
2023).

Como representantes dos Mucorales, o fungo C. echinulata apresenta col6nias de rapido
crescimento cujo solo representa um dos principais habitats comumente isolados de matéria
organica vegetal e animal em decomposicdo, solos e excrementos, com multiplos micélios
aéreos de aspecto cotonoso ou pulverulento sendo considerado um microrganismo saproéfitos
capazes de sintetizar amilase, lipase, inulase, pectinase, renina, protease e outros metabolitos,
capacidade de metabolizar uma ampla variedade de xenobioticos (Santiago; Souza-Motta,
2006; Andrade et al., 2015; Khan; Murphy, 2021).

2.3.3 Fungos filamentosos no tratamento de efluentes

Reconhecidos como um dos principais organismos participantes de ciclagens de matéria
organica no ambiente, os fungos filamentos sdo considerados promissores para aplicagdo em
tratamentos de efluentes dada sua tolerancia a toxicidade ambiental, aproveitamento de
compostos organicos constituintes de poluentes como fontes de carbono no seu processo de
crescimento, habilidade de proliferacdo em ambientes desfavoraveis em mecanismos de
extensas redes oriundas de micélios além da sintetizacdo de enzimas cataliticas. Essas
caracteristicas estdo associadas a producdo de multiplas enzimas inespecificas capacitadas na
degradacdo de polimeros de origem vegetal e vastas moléculas organicas (Saroj, 2015; Rocha,
2015).

Dentre os principais setores conhecidos pelo uso de fungos no tratamento e/ou

monitoramento de seus respectivos efluentes destacam-se:

e Industria Papeleira: Aplicagdo de fungos caracterizados pela decomposi¢do branca
como Trametes versicolor devida capacidade de mineralizagdo explicada producdo de

enzimas lignoliticas como lignina peroxidase (LiP), peroxidase dependente de
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manganés (MnP), peroxidases e lacases (Esposito, Azevedo; 2010; Pinheiro et al.,
2020);

e Industria Téxtil: Diversas pesquisas constataram a habilidade dos fungos no
descolorimento e metabolizagdo de corantes e azoderivados (item importante tendo em
vista legislacdo quanto ao controle de liberacdo) apresentando potencial metabdlico
confirmado pela facilidade de mineralizacdo dos produtos de degradacdo fungica
oriundos do tratamento de efluentes téxteis em processos como de lodo ativado. Além
disso, detergentes oriundos de biossurfactantes produzidos de Cunninghamella
echinulata alcancaram percentual de remocgao em 86% do 6leo de motor empregado em
tecido de algoddo mantendo a estabilidade da integridade estrutural da fibra (Esposito,
Azevedo; 2010; Andrade et al., 2018);

e Controle de Poluicdo das Aguas: Amplo desempenho de fungos mitospdricos na
decomposicdo de matéria organica em lagos e cOrregos em consequéncia da notoria
adaptacdo nos biossistemas inseridos e elevada resistividade a robustas concentragdes
metais pesados presentes no local. Pontua-se os resultados de bioabsorcdo dos fungos
Polyporus versicolor e Phanerochaete chrysosporium em estudos de Yetis et al. (1998)
analisando metais pesados como cobre, cromo, niquel e chumbo (sendo este responsavel
pela maxima remoc¢do em 57,5 e 110 mg Pb/g de biomassa seca, respectivamente).

2.3.4 Cunninghamella echinulata no tratamento de efluentes

Com aplicacdo na biorremediacdo de petréleo bruto, Yehia (2023) promoveu estudos
aplicando isolados fungicos de Cunninghamella echinulata obtendo resultados positivos de
metabolizacdo do poluente analisado removendo cerca de 59,7%, reducdo da tensdo superficial
para 41,2 mN/m e atividade de emulsificacdo e hidrofobicida dedeterminadas em 36,7 e 44,9%.

Srinuanpan et al. (2018) utilizaram fungos filamentosos na coleta de microalgas
Tetradesmus obliquus e Micractinium reisseri além de analisar os lipidios oriundos do
consorcio microalga-fungo acerca de suas propriedades de combustivel avaliados com base nas
composigdes de acidos graxos. Os mesmos identificaram eficiéncias maiores do C. echinulata
para ambos 0s objetivos estudados quantificados em 92,7% de floculagdo na captura das
microalgas, 4,45 + 0,06 g-L* de biomassa e 1,21 + 0,08 g-L* de lipidios de pellets microalga-
fungo.

Qiao et al. (2022) visando desenvolvimento de processos limpos na captura da levedura

Trichosporn fermentans presentes em efluentes da refinaria de Oleo de soja por meio da
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caracteristica de adsorcdo fisica apresentada pelo C. echinulata obtendo melhores resultados
melhor adeséo para a levedura quando cultivada a partir de agua residual de soja (SW) ao invés
do seu meio tradicional (agua residual de fécula de batata) (PSW) onde o sistema de cultivo foi
estabelecido utilizando 10 mL de solucédo de esporos de C. echinulata em 100 mL de PSW ou
SW, temperatura igual a 30 °C e 200 rpm. Além disso, foi observado conforme elucidado no
Gréfico 4, ap0ds 6 dias de fermentacdo, a remocao dos agucares totais (teor inicial de 12.500 +
200 mg-L™?) e DQO (teor inicial de 35.000 + 2.000 mg-L™*) em cerca de 35,56 + 2,47% e 40,41
+ 1,91% (condicao de cultivo PSW) e 65,7 + 2,53% e 62,79 + 1,53% (condi¢éo de cultivo em
SW).

Gréfico 4 — Remocdo de agUcares totais e DQO em SW por fermentacdo de C. echinulata
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Fonte: Adaptado de Qiao et al., 2022.

2.4 Co-cultivo de fungos filamentosos e microalgas no tratamento de efluentes

Diversos estudos promovem com base nas relacdes simbioticas, associa¢do funcional
estreita, harmonica e produtiva entre dois organismos 0s quais interagem de modo ativo visando
ao proveito mutuo, a vinculagdo microalga-fungo sendo a formacdo liquen e pellets as mais
notdrias (Rajendran; Hu, 2016; Wang et al., 2023; Qader, Shekha, 2023).

Conforme Campbell et al. (1998) e Mccune (2000), a divisdo setorial autotrofica e
heterotrofica dos liquens é caracterizado respectivamente pela presenca de clorofila
possibilitando a capacidade de captura de energia e promocdo das fungdes celulares, e
colonizacdo de distintas areas do biofilme facilitando o crescimento e desenvolvimento celular,

estruturando dessa forma os liquens como estruturas tridimensionais em multicamadas.
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Xie et al. (2013) e Wang et al. (2023) promoveram andlises sobre o co-cultivo entre
microalgas e fungos filamentosos respetivamente em processos de compresséo de determinados
materiais visando a formacao pellets ou pastilhas (peletizagédo) para extragdo de microalgas do
meio liquido e para captacdo e tratamento de efluentes. Como resultado os mesmos
identificaram um efeito de agregacdo de microalgas nas malhas das hifas fungicas por adsor¢do
e encapsulamento com crescimento na producdo de biomassa isento da modificagdo na
composicdo de lipidios fundamentando esse efeito sinergético pela aplicacdo fungica dos
carboidratos na parede celular das microalgas além da constatacdo da funcionalidade dos pellets

como transportadores de biomassa como apresentado na Figura 5.

Figura 5 — Agregacdo hifas flngicas com a biomassa de microalgas
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Fonte: Stefanski, 2020.

A referente agregacéo/aderéncia da microalga nas superficies da hifa correspondem ao
processo de biofloculacdo instaurado na formacao de liquen conferindo o equivalente a mais de
60% dos produtos da fotossintese microalgal eliminados pela célula com oferecimento de
matéria organica sendo esse elemento requerido no crescimento dos fungos filamentosos que
posteriormente estrutura protecdo contra dessecacéo e facilidade para fixagao (Tortora; Funke;
Case, 2012).

Contudo, destaca-se a demanda do isolamento fungico visando uma formacdo néo
axénica (aberto) com associacdo de interacdo dominante acerca de espécimes aptas a
estabelecer possiveis contaminacges do biorreator sendo esta formacdo associativa/sinérgica

estabelecida por intermédio de mecanismos naturais no proprio sistema com co-cultivo entre
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outras espécies ja adaptadas ao meio tendo em vista os efeitos adversos ocasionado em situacfes
de interacdo competitiva entre fungos e algas (Chu et al., 2021).

Quando analisados com a tipologia tipo biofilme formado sob uma matriz de
polipropileno (estabilidade mecéanica da matriz) e algodéo, os liquens apresentam determinadas
caracteristicas conforme Rajendran e Hu (2016):

e Ligacdo preferencial nas fibras: Tendo em vista a relacéo entre condi¢des hidrofébicas
e de espessuras mais grossas dos materiais envolvidos com a maior agilidade no
desenvolvimento de biofilme, os esporos fungicos (alto valor hidrofébico) sdo aderidos
em poucas horas na matriz enquanto as microalgas paralelamente vdo se aderindo
gradualmente as células fungicas;

e Germinacdo dos esporos de fungos: Em decorréncia da aderéncia fangica-microalgal
a matriz, inicia-se a propagacdo mutua originando formacdes de micro colénias sem
notoriedade relevante do crescimento algal;

e Alongamento e ramificacéo (formacao de hifas): Etapa de estruturacéo de redes hifais
ndo diferenciadas desenvolvidas pela abrangéncia das células fungicas entre as fibras de
polipropileno e de tecido;

e Maturacdo do biofilme: Extensdo da espessura do biofilme e consequentemente da
aderéncia celular algal no micélio fangico, com acumulo de substancias poliméricas

extracelulares de maneira gradativa conforme o desenvolvimento de biofilme.

2.5 Sistema de tratamento semicontinuo

Reconhecido por seu extenso uso no cultivo tanto em ar livre quanto em laboratério
além do setor comercial dada dificuldade em inocular novas células a cada ciclo, os sistemas
de cultivo semicontinuo séo particularizados pela coleta e retirada periédica de um determinado
volume do caldo de cultura (iniciado a partir do dia em que a cultura atingiu densidade celular
méaxima dos microrganismos) seguido de reposicdo imediata do mesmo volume retirado de
meio fresco para atingir a densidade celular desejada (Yang et al., 2018; Yu et al., 2022).

Dentre as vantagens oferecidas pelo respectivo sistema destacam-se a melhoria nos
processos e resultados de manutencdo do crescimento celular ndo obstante a limitacdo de
nutrientes suficientes a obtencdo de produtos de acumulos (carboidratos e lipidios),
minimizacdo do sombreamento matuo, aumento da concentracdo de nutrientes inseridos no
meio de cultura e da eficiéncia da fotossintese celular corroborando na maior produtividade de
biomassa (Tan; Lee, 2016; Yu et al., 2022; Long et al., 2022).
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Figura 6 — Esquematizacdo do processo de reposicéo volumétrica em modo semicontinuo

AN

/A. Reator com meio de cultura de\
volume X mL;

B. Retirada de 40% do volume X
seguido da reposicdo do mesmo

Eﬁ volume retirado com meio fresco;

C. Reator realimentado para atingir

Qensidade celular desejada. /

Fonte: Autor, 2024.

Avangos tecnoldgicos na producdo de lipidios por meio de cepas de microalgas
desenvolvidas com objeto de acumular lipidios durante a fase de crescimento celular como
exemplificam Ajjawi et al. (2017) apds a identificacdo de fator de transcricdo contendo o
dominio de cluster binuclear Zn(11).Cyss em Nannochloropsis gaditana onde, quando
regulamentada negativamente, resultou na duplicacéo da producao de biomassa.

Paralelamente, Sidfeld et al. (2021) e Oyama et al. (2021), desenvolveram estudos
semelhantes utilizando respectivamente cepa nocaute do fator de transcricdo NO06G03670 em
Nannochloropsis oceanica e Chlamydomonas sp. mutante KAC1801 oriundos de abordagens
de mutagénese aleatdria obtendo resultados positivos quanto 0 aumento no acumulo de lipidios
comparados a cepas parentais.

Conforme S& Filho et al. (2023), a aplicacdo de Tetradesmus obliquus em
fotobiorreatores com aeracdo superficial a taxa de 0,5 vvm, temperatura entre 30-35 °C,
intensidade luminosa de 100 pmol-m2-s? e 40-50 mg-L* de peso celular seco (indculo)
possibilitam resultados promissores na remoc¢do de fosfato (concentragdo inicial 20,6 £ 1,70
mg-L™?) presente em aguas subterraneas quando aplicado em sistemas de tratamento em modo
de operacdo semicontinuo. Os mesmos constataram remocdes 100% e 94% respectivamente
para taxas de reposi¢do volumeétricas iguais a 40% e 60% com quatro ciclos de trés dias cada
apos finalizacdo de uma etapa preliminar de batelada com duracdo de sete dias visando o
maximo crescimento microbiano no sistema.

De mesmo modo, Nagi et al. (2021) realizaram o tratamento de aguas residuérias de
coqueria (industria de siderdrgicas) sob aplicacdo de consorcio microalgal (Chlorella vulgaris,
Chlorococcum vitiosum, Chroococcus turgidus, Desmococcus olivaceus, Oocystis solitaria,
Scenedesmus acutus e Scenedesmus dimorphus) cultivadas em meio BG-11 em shaker

configurado para agitacdo de 150 rpm, temperatura de 28 °C e ciclo claro:escuro de 16:8h
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(4.000 lux), e inserida posteriormente em modo semicontinuo. Foi constatado remocdes de
42,70% e 47,83% para amobnia (NHs inicial de 40 mg-L™) e cianeto (valor inicial de 9,2 mg-L-
1y em 10 dias de incubagao.

Adicionalmente, Dos Santos et al. (2021) avaliaram o comportamento do cultivo de
biomassa de Chlorella minutissima utilizando como meio de cultivo distintas fracdes lixiviados
de aterro sanitario (5%, 10% e 15% v/v), 4gua destilada e sal (20 gnaci-L ™) em fotobiorreatores
airlift operados em modo semicontinuo, 10% v/v de indculo, intensidade luminosa de 125
umol-m?2.st e temperatura de 30 °C. Foram identificaram maiores taxas na producio de
biomassa quando adotados 10% v/v de lixiviados e fluxo de aeracdo de 0,45 vvm resultando
em 87,7 + 1,80 mg-L*-d"? confirmando bom desempenho do sistema.

2.6 Legislacdo ambiental referente ao lancamento de efluentes em corpos hidricos

Caracterizado como grande responsavel de fontes de degradacdo da qualidade e
disponibilidade das aguas superficiais, o descarte de efluentes em corpos hidricos
lancados/carreados seja doméstico ou industrial resulta em polui¢des continuas por exemplo de
corantes heterociclicos e metais pesados (Cu, Cr, As e Zn) para industrias téxteis ou elevadas
concentracdes de matéria organica oriundo de industrias de laticinios, demandando assim de
fiscalizacGes e regimentos especificos para controlar esse tipo de problematica (Wang et al.,
2022).

Como legislacdo vigente em territorio brasileiro tem-se a Resolugdo CONAMA n°
430/2011 dispondo sobre as condicdes e padrbes de lancamento de efluentes, complementa e
altera a Resolucdo no 357, de 17 de marco de 2005, do Conselho Nacional do Meio Ambiente
- CONAMA (Brasil, 2011). Dentre os parametros definidos para analises no presente projeto,
essa resolucdo abrange apenas limites de langamento para Nitrogénio Total (20 mg-L™?) e pH
entre 5e 9.

Apesar da ndo determinacdo de valores limites na concentracdo de DQO e FT na
resolucdo CONAMA 430/2011, é possivel verificar a liberacdo para definicdo de padrbes de
langamento em 6rgdos ambientais competentes para 0s respectivos parametros. E possivel
exemplificar os estados como Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro. Para Minas
Gerais, por intermédio da Deliberacdo Normativa Conjunta COPAM-CERH/MG n° 8 de 21 de
novembro de 2022 determina valor maximo para DQO de 180 mg-L™? exceto nos casos de
efluentes gerados por indstrias téxtis (250 mg-L™), efluente final de tratamento de sistemas de

lixiviados de aterros sanitarios municipais (eficiéncia de reducdo em 70% e média anual de
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75% ou mais) ou demais sistemas de tratamentos (eficiéncia de reducdo em 80% e média anual
de 85% ou mais).

Em contrapartida, o Conselho Estadual de Meio Ambiente do Rio de Janeiro com base
na Resolugdo CONEMA n° 90 de 08/02/2021 determina dentre outros parametros de padrdes
de lancamento para estacGes de tratamento de esgoto sanitario que recebem lixiviado de aterro
sanitario de residuos solidos urbanos o valor maximo dos niveis de DQO na ordem de 180
mg-LL,

Sendo assim, a gestdo ambiental dos recursos hidricos requer o estabelecimento de
padrBes rigorosos para o lancamento de efluentes em corpos d'dgua. A Tabela 6 a seguir
apresenta os principais parametros e limites permitidos para o descarte de efluentes além de
promover a comparagao com outros paises, fornecendo uma referéncia importante para controle

das atividades que impactam os recursos hidricos.

Tabela 6 — Padrdes de lancamentos determinados em multiplas legislagdes/normativas

Legislacio DQO Fosforo Total | Nitrogénio Total oH
(mg-L™) (mg-LY) (mg-LY)
Resolucdo CONAMA
430/2011 ] ] 20 a9
Diretiva do Conselho
98/15/CE 125 1-2 10-15 -
(Unido Europeia)
Resolucion n° 222/02 150 4 40 629
(Paraguai)

Fonte: Brasil, 2011; Unido Europeia, 1998; Paraguai, 2002.
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3 MATERIAIS E METODOS

Incialmente, a metodologia consistiu em coletar o efluente estudado (soro do leite) e em
sequida realizar a sua caracterizagdo, quantificando, assim, a sua carga poluidora a partir da
determinacéo de parametros como a demanda quimica de oxigénio (DQQO), nitrogénio total (mg
N-L™) e fosforo total (mg P-L™). Apds isso, realizou se experimentos em batelada para delimitar
o0 tempo de tratamento e taxas de remog¢édo dos contaminantes utilizando a simbiose microalga-
fungo. Apos isso, se foi aplicado o tratamento do efluente em modo semicontinuo, buscando
um aumento de produtividade seja no tempo de remocéo de contaminantes, seja na produgéo

volumétrica de biomassa.

3.1 Efluente Bruto

O soro do leite foi coletado no Instituto Federal de Alagoas — Campus Satuba
(9°34°29.08”S 35°49°15.25”0) em margo de 2023, sendo um subproduto da producéo de queijo
coalho. Ele foi conduzido ao Laboratério de Tecnologia de Bebidas e Alimentos (LTBA) no
Centro de Tecnologia da Universidade Federal de Alagoas, onde passou por um processo de
separacdo de particulas solidas grosseiras através de filtracdo simples, em papel de filtro
qualitativo, e centrifugacao (3500 rpm e 15 min (tratamento primario) para remocao apenas da

parte liquida soluvel, e por fim; o efluente foi congelado (-18 a -12°C).

3.2 Caracterizacao do Efluente Bruto e Tratado

Baseado em analises experimentais explicitadas posteriormente no item 3.6, foram
determinados os dados caracteristicos das distintas cargas organicas do soro do leite utilizados
no presente projeto antes e depois dos processos de tratamento impostos conforme apresentado

na Tabela 6.
Tabela 7 - Caracterizagdo fisico-quimica do soro do leite
Carga Parametros do Soro do Leite

Organica | pQO (mg O2-L?%) | NT(mgN-L?Y) | FT(mgP-L%) pH

Egﬁjp;e 67.014,48 + 142584 | 1.377,05+68,85 | 62560+ 1,42
C1 6.355,60 + 32,10 77,32 £ 0,03 52,61 + 0,05 3,48 + 0,17
C2 2.370,46 + 26,73 37,50+ 0,14 21,95+ 0,11
C3 1.176,32 + 8,91 21,90 £ 0,03 12,32 + 0,07

Fonte: Autor, 2024.
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3.3 Espécies de Fungo Filamentoso e Microalga

A microalga utilizada foi a espécie Tetradesmus sp. LCE-01. O organismo foi mantido
em meio solidificado de agar nutriente (Kasvi®) e em meio liquido para uso como inéculo de
BG-11 (blue-green medium) (RIPPKA et al., 1973).

A especie de fungo filamentoso usado foi Cunninghamella echinulata (Thaxt) URM
7150, adquiridas frente a Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco, mantida em
meio BDA (Batata Dextrose Agar), esterilizado a 121°C, 1 atm por 15 min em autoclave. Apos
seu crescimento, durante um periodo médio de 10 dias, os esporos foram coletados por uma
solucdo estéril de Triton 0,1% (v/v) para formar a suspensdo de esporos, a qual teve sua
concentracdo determinada a partir do procedimento de contagem em camera de Neubauer.

A Figura 6 e 7 exibem detalhnes morfolégicos importantes dos respectivos

microrganismos e 0s modos de manutencao adotados durante o experimento.

Figura 7 — Microscopia da microalga Tetradesmus sp. LCE-01 (A) e do fungo filamentoso

Cunninghamella echinulata (B) com um aumento de 100x

Fonte: Autor, 2024.

Figura 8 — Meios de manutengdo para a microalga (A) e o fungo filamentoso (B)

Fonte: Autor, 2024
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3.4 Sistema de Tratamento

A configuragdo utilizara frascos vitreos cilindricos Drechsel de 500 mL (60 mm de
diametro externo), os quais simulam o comportamento de um reator tubular aerado, e receberam
400 mL de volume util. Houve o fornecimento de iluminacéo artificial lateral (Plafon LED 25W
6500K) medida com um radidmetro Delta Ohm 2302.0 de 100 umol fétons-m2-s™. O sistema
foi aerado com o uso de um compressor (JEBO 660, 2 L-min™) a uma taxa de 1,5 vvm conforme

exposto na Figura 8.

Figura 9 — Modelo adotado para simulacéo de reator tubular aerado

3.5 Experimentos Realizados

O desenvolvimento da parte experimental desse estudo foi realizado em 5 etapas.
Inicialmente, em modo batelada, o tratamento do efluente real (soro do leite) até a obtencédo de
concentracdes reduzidas de contaminantes (uma DQO entre 1000-3000 mg-L™) (tratamento
secundario) (Etapa 1) de modo a poder ser aplicado o tratamento terciario para adequacéo a
legislacdo (Etapa 2).

Apos isso, foi aplicado o sistema semicontinuo no tratamento avancado do efluente para
otimizacdo do processo (Etapa 3), e em seguida, estudou-se a relacio DQO:N:P ou
DQO:NT:FT (demanda quimica de oxigénio:nitrogénio total:fésforo total) de modo a verificar
se algum dos contaminantes estava atuando como limitante (Etapa 4). Por fim, aplicou-se o0 odo
semicontinuo com o efluente na melhor relagdo DQO:N:P (Etapa 5).

O pH dos biorreatores foi mantido entre 7 e 7,5 (Yang, Lin e Wang; 2022), de modo a
atender as exigéncias sejam da microalga que do fungo. Houve em toda sequéncia analitica a
operacdo dos biorreatores com os efluentes em condi¢des similares ao utilizado para o
consorcio, mas sem a insercdo dos microrganismos (controle). Para a determinacao de pH foi
transferido uma aliquota da amostra para um Becker, e levado ao pHmetro previamente aferido
(tampdes pH 4,0 e pH 7,0), operando-0 de acordo com as instrugbes do manual do
fabricante (TECNAL).
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Figura 10 — Esquematizacdo das etapas experimentais adotadas

Tratamento terciario;
Modo descontinuo’;
Cargas organicas distintas (C1, C2 e C3)

e Tratamento secundario;
e Modo descontinuo’;
e Efluente Bruto.

e Tratamento terciario;

e Modo semicontinuo™;
* Otimizagdo da relafﬁo DQO:N:P e Cargas organicas distintas (C2 e C3)
e Modo descontinuo ;

\. Cargas organicas distintas (C2 e C3)

periodo de incubagdo de 7 dias; Tratamento terciario (otimizado)

e Modo semicontinuo™";
o (Cargas organicas distintas (C2 e C3)

**periodo de incubacdo de 18 dias
(7 dias de crescimento celular seguido
de 3 ciclos com intervalos de 3 dias)

_

Fonte: Autor, 2024.
3.5.1 Etapa 1 - Avaliacdo do tratamento secundario do soro do leite por consércio microalga-
fungo sob modo descontinuo

Esta etapa teve como intuito obter altas redugdes na concentragdo de DQO e dos outros
contaminantes alcancado assim o efluente do tratamento principal (secundario) do soro do leite
na ordem entre 1200 e 2600 mg-L™ para aplicagdo nas seguintes etapas e estruturacio definida
de um tratamento avancado completo (fase primaria, secundaria e terciaria).

Para isso, foram montados dois sistemas de tratamento utilizando efluente de carga
organica do efluente bruto sendo um com aplicacdo do consorcio microalga-fungo (5 alcadas
de microalga, para obter em torno de 50 mg-L™* e 1,08.10° esporos-mL™ para os fungos
filamentosos) e outro utilizando apenas contaminantes exdgenos (controle). O processo de
tratamento foi estabelecido utilizado 400 mL do efluente bruto com coletas diarias de amostras
durante um periodo de 10 dias, intensidade luminosa de 100 pmol-m2-st e aeragdo de 1,5 vvm.

3.5.2 Etapa 2 - Tratamento terciario pelo consércio microalga-fungo do efluente do soro do
leite em modo descontinuo

Visando o tratamento do soro do leite em condicdo de fase tercidria com obtencgéo de
concentracdes residuais dos referentes poluentes dentro das conformidades legislativas
nacionais além das especificadas na Unido Europeia (mais rigorosa) (Diretiva UE 1998/15/CE,
1998), essa etapa foi desenvolvida com a montagem de sistemas para trés cargas organicas (C1,

C2 e C3) com volume de 400mL, consorcio microalga-fungo, intensidade luminosa e aeracao
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como especificado no item 3.5.1. O tratamento ocorreu por um periodo de 7 dias com coletas
diérias.

3.5.3 Etapa 3 - Tratamento terciario em modo semicontinuo do efluente do soro do leite pelo
consorcio microalga-fungo

Semelhante ao exposto anteriormente, essa etapa consistiu na operacdo do processo em
modo semicontinuo utilizando-se as cargas organicas C2 e C3 com as mesmas configuragdes
elucidadas no item 3.5.2, aplicando-se tempos de realimentagéo de 3 dias e taxas de reposigédo

volumétrica de 40 e 60%.

3.5.4 Etapa 4 - Otimizacéo da relacdo DQO:N:P no tratamento terciario do efluente do soro do
leite em modo descontinuo

Considerando argumentos expostos em experimentos com essa tipologia de sistema
como Mohd Hanafiah et al. (2019), Dong (2021) e Leng et al. (2021) essa etapa visa a
otimizacdo do sistema em termos de relagdo DQO:N:P para melhorias na eficiéncia de remogéo
dos poluentes analisados no presente projeto além de aumento na producdo de biomassa
microbiana. Sendo assim, foram montados para cada carga organica (C2 e C3) os sistemas de
tratamento sob as mesmas configuracdes descritas no item 3.5.2 diferindo apenas de
suplementaces utilizando (NH4)2SO4 (sulfato de amdnia) de maneira a atingir relagdes DQO:N
equivalentes a 20, 30, 40 e 50. Além disso, consequentemente cada sistema foi submetido

respectivamente a relacdes N:P equivalentes a 2, 2,5, 3 e 4.

3.5.5 Etapa 5 - Tratamento terciario do efluente do soro do leite sob modo semicontinuo em
condicdes otimizadas de relacdo DQO:N:P

Essa etapa consistiu em realizar o tratamento do efluente condicionado a melhor relacéo
DQO:N:P avaliada na etapa anterior com a montagem de sistemas com as cargas C2 e C3 sob

as mesmas configuracdes descritas no item 3.5.3.

3.6 Analises realizadas

Os principais parametros utilizados na caracterizacdo dos efluentes serdo demanda
guimica de oxigénio (DQO), nitrogénio total (NT) e fosforo total (FT). As amostras ap0s serem
coletadas passaram por centrifugacdo a 3500 rpm por 30 min (Centrifuga ACB
Labor Dry-Bloch) para separar a fase sélida (lodo microbiano) da liquida, onde os
contaminantes sdo medidos. Em seguida, principalmente para determinacdo da DQO, as
amostras passaram em filtros de PES (polietersulfona) hidrofilico e de acetato celulose de 0,45
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e 0,22 um, respectivamente; para eliminar eventuais sélidos que possam ndo ter sido

eficientemente removidos na centrifugacdo e que afetam as analises.

3.6.1 Peso seco celular

Para determinacéo do peso seco, utilizou-se os solidos que foram separados na etapa de
centrifugacdo. Eles foram transferidos para capsulas previamente taradas em estufa a 60°C por
2h, ou até peso constante, em seguida resfriadas em dessecador por 15 minutos e pesadas.

Célculo:
Peso seco celular (PS) (57) = % .106 (1)

Onde:
N = massa do residuo seco (massa da capsula com o extrato seco menos a tara da capsula) em g;
V = volume tomado da amostra, em mL.

3.6.2 Demanda quimica de oxigénio — DQO (Método de digestdo com dicromato)

Foi utilizado o método de digestdo com dicromato (AOAC, 2002) no qual os tubos de
ensaio foram lavados com H2SO4 20% (v/v) para eliminar interferentes de amostras anteriores.
Foram adicionados aos tubos 2,5 mL da amostra previamente filtradas, 1,5 mL da solucdo de
digestdo (dicromato de potéssio e sulfato de mercdrio) e 3,5 mL do reagente de &cido sulflrico
(sulfato de prata diluido em &cido sulfurico). Os tubos foram, entdo agitados e colocados no
bloco digestor a 150 °C por 2 h. Apds o periodo de digestdo, as amostras foram novamente
agitadas, resfriadas e submetidas a leituras no espectrofotdmetro a 600 nm, os valores obtidos
s&o expressos em mg O2-L de DQO (Shimadzu, UVmini 1240).

Célculo:
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) (%): 3079,7 * Abs * Diluicao (2

Onde:
Abs = Valor da Absorbancia obtida em espectrofotémetro;
Diluicdo = Dilui¢do da amostra.

3.6.3 Nitrogénio Total (método de Kjeldahl)

O procedimento utilizado nesse estudo foi uma adaptacdo do Método de Kjeldahl para
efluentes agroindustriais, e assim como a metodologia padrdo dele consiste em um processo
constituido por 3 etapas, digestdo da amostra, destilacdo e titulagdo. A primeira etapa consiste
na digestdo da matéria organica e para isso foram adicionados 5 mL da amostra, 1g de mistura
catalitica (sulfato de sodio, sulfato de cobre e dioxido de selénio na proporgédo 100:1:0,8) e 10
mL de acido sulfurico PA em tubos de Kjeldahl e em seguida aquecidos em bloco digestor
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(TECNAL, modelo TEO07 MP), com a temperatura sendo elevada suavemente até atingir cerca
de 310°C. O processo de digestéo € finalizado quando as amostras apresentam coloragdo incolor
ou levemente esverdeada (IAL, 2005).

Na segunda etapa ocorreu a destilacdo do nitrogénio. Nessa fase, utilizou-se os tubos
nos quais a digestdo foi realizada, e ap6s 0s mesmos atingirem temperatura ambiente foram
adicionadas, cuidadosamente, um pouco de agua destilada e 2 gotas de fenolftaleina 1% sendo
em seguida acoplados no destilador de nitrogénio (TECNAL, modelo TE-0363), foi inserido
NaOH 40% até pH alcalino (mudanca da coloracdo para rosa). Logo apos foi iniciado o
processo de aquecimento da amostra (inicio do processo de destilacdo), sendo o destilado
coletado em um frasco Erlenmeyer de 250 mL, o qual continha 25 mL de acido borico 4%, 2
gotas do indicador vermelho de metila 0,25% e 2 gotas do indicador verde de bromocresol
0,2%. A destilacdo ocorreu até que fosse recolhido um volume de destilado de
aproximadamente 100 mL. Por fim, a solucdo do erlenmeyer foi titulada com &cido cloridrico
0,001 N padronizado até o aparecimento da coloracao rosada.

Célculo:

Nitrogénio Total ( %)= et “Fcir 12000 (3)

|4
Onde:

Vel = Volume gasto na titulagdo com écido cloridrico;
f = Fator de correcéo da solucdo de 4cido cloridrico;
N = Normalidade &cido cloridrico;

V = Volume da amostra.

3.6.4 Fosforo total (Método do acido ascorbico)

Sera utilizado o método do acido ascorbico (AOAC, 2002). Em tubos de ensaio foram
adicionados 1 mL de agua destilada, 1 mL da amostra previamente filtrada e 0,4 mL da solucéo
desenvolvedora de cor, os tubos foram, entdo, tampados e foi esperado um periodo de 30 min,
em seguida foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro a 706 nm (Shimadzu, UV-mini
1240).

Calculo:
Fésforo Total (FT) (P) (%): 10,189 * Abs * Diluicio (4)
Onde:

Abs = Valor da Absorbéncia obtida em espectrofotdmetro;
Diluicdo = Dilui¢do da amostra.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A apresentacdo dos resultados sera apresentada de forma sequencial buscando partir do
efluente bruto até a obtencdo de um processo de tratamento terciario otimizado em modo
semicontinuo. Para tanto, buscou-se realizar o tratamento secundario até a obtencdo de
concentragOes de contaminantes vidveis para aplicagdo de uma etapa de polimento (tratamento
terciario) seguido da aplicacdo de um modo semicontinuo para otimizacdo do tempo de

tratamento sem necessidade de adicdo de inoculo.

Verificando que houve limitacdo principalmente de nitrogénio durante o processo de
tratamento, realizou-se suplementagdo de nitrogénio total em forma de sulfato de amonio,
obtendo-se diferentes relacbes de DQO:N:P, e apds delimitar a melhor relacdo, aplicou-se o
processo semicontinuo, avaliando-se as concentracdes residuais de contaminantes conforme os

padrdes de langcamento exigidos.

4.1 Avaliacdo do tratamento secundario do soro do leite pelo consércio microalga-fungo
sob modo descontinuo

A busca por solugdes sustentaveis no tratamento de efluentes tem impulsionado o
desenvolvimento de tecnologias inovadoras, como a combinagéo de microalgas e fungos. Como
efeito disso, a presente etapa consistiu na avaliagcdo do tratamento do soro do leite visando
alcancar reduzidas concentracGes de poluentes para que se pudesse estudar a etapa de polimento
ou seu tratamento avancado ou terciario, verificando quantas etapas seriam necessarias para
tratar esse efluente até atingir os padrfes de langamento exigidos.

Como exposto no Gréfico 5, a aplicacéo do tratamento biol6gico secundério (principal)
utilizando consorcio T. obliquus e C. echinulata foi possivel em 2 etapas sequenciais em
batelada. Para a remocdo de DQO no soro do leite inicial, caracterizado com carga organica de
67.014,48 + 1425,84 mg-L! possibilitou obter resultados ao final da 12 etapa de tratamento
(durante 6 dias) concentracdo de 19.470,00 + 973,50 mg-L™ e, ao final da 22 etapa obtendo
valor residual de 2049,65 + 44,56 mg-L™ (em 4 dias), concretizando um percentual de remogéo
de 96,94%.
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Grafico 5 — Desempenho da remediag&o realizada pelo consércio microalga-fungo na
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Experimento Inicial Remocio Residual
(mg-LY) ¢ (mg-LY)
Controle 1 67.014,48 | 56,38+2,16% -
+
Batelada 1 1425,84 70,95+1,13% -
29.229,72 0 11.139,39
Controle 2 + 356,46 83,39+0,03% 122279
19.470,00 0 2.049,65
Batelada 2 + 973,50 96,94+0,002% 14456

Fonte: Autor, 2024.

Relativo a remocdo de demais contaminantes (NT e FT) nas duas etapas iniciais

(tratamento secundario ou principal) obteve-se percentuais de remocao de 97,97% e 98,28%

respectivamente; alcangando niveis de concentragdo de 27,99 + 1,00 mg N-L* e 10,76 + 0,28
mg P-L™, conforme ilustrado no Gréfico 6.

Gréfico 6 — Desempenho da remediacdo realizada pelo consorcio microalga-fungo na

remocdo de NT e FT do soro do leite durante o tratamento secundario
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Experimento FT Inicial % de FT Residual NT Inicial % de NT Residual
P (mg-L1) Remogéo (mg-L1) (mg-L?) Remogéo (mg-L1)

Controle 1 61,06+0,25% - 49,19+3,33% -
62?’23 * 1377,05+68,85

Batelada 1 2 73,17+0,02% - 87,90+2,27% -

Controle 2 243’552 * | 81,45+0,005% 118’33 * | 615,75+30,78 | 82,72+1,28% | 237,90+11,89
167,86 +

Batelada 2 0.14 98,28+0,07% 10,76 £ 0,28 | 419,83+ 20,99 | 97,97+0,02% 27,99+1,00

Fonte: Autor, 2024.
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Vale ressaltar o desempenho inferior no tratamento realizado em sistema controle
alcancando percentuais de remocgédo equivalentes a 83,39%, 82,72% e 81,45% para 0s
parametros DQO, NT e FT comprovando que, apesar do alto poder biodegradante do efluente,
a aplicacdo do consorcio microalga-fungo possuiu melhor desempenho. Os teores residuais no
sistema controle foram de 11.139,39 mg-L™* + 222,79 mg-L™, 237,90 + 11,89 mg-L e 116,06
+ 0,28 mg-L, respectivamente.

Alusivo a experimentos baseados no tratamento do efluente soro do leite bruto
condicionado a tecnologia de célula de combustivel microbiana, Zonfa et al (2023) e Andrade
et al (2014) promoveram estudos quanto ao tratamento do efluente bruto (secundario) e em
tratamento terciario respectivamente com niveis de DQO inicial equivalente a 80.106 + 157
mg-L"! com eficiéncia de remocéo de 86% (DQO residual de 11.214,84 mg-L™), enquanto que
apos a aplicacao do tratamento terciario obteve-se concentracoes residuais para DQO, NT e FT
de 2.937,6 mg-L?, 49,8 mg-L?, 36,3 mg-L™ apds utilizagdo de biorretaores de membrana
seguidos de nanofiltracdo com 60 dias de retencdo do lodo e tempo de retencdo hidraulica de
6h. Destaca-se que os valores residuais obtidos sdo proximo ao obtido na presente etapa.

Experimentos parecidos foram elaborados por Pires et al. (2022) para o tratamento de
aguas residuarias do soro do leite ndo coagulado durante o processo de crescimento da
microalga Chlorella vulgaris em meio de cultivo BBM (Bold’s Basal Medium) num periodo de
incubacéo de 7 dias. Aplicando o tratamento em efluentes de concentracdo inicial para DQO e
NT respectivamente de 49.470 + 1,06 mg-L™ e 2.016 mg-L™, o processo de tratamento obteve
remocoes de 24% (DQO residual de 37.597,2 mg-L 1), 16% (NT residual de 1.693,44 mg-L™1),
bem inferior ao obtido nesse trabalho.

Dessa maneira, apesar de alcancar altos percentuais de remocao, pode-se constatar a
presenca de teores residuais ndo abrangentes aos limites de langcamentos registrados nas
legislacBes nacionais e internacionais para os parametros DQO, NT e FT como relatado nas
pesquisas abordadas anteriormente assim como nos resultados obtidos na presente etapa. Sendo
assim, tendo em vista a necessidade de tratamentos caracterizados como etapa de
polimento/tratamento terciario para cumprir requisitos ambientais mesmo apos ser submetido
a fases primaria (centrifugacéo e filtracdo) e secundaria (tratamento com o consércio microalga-
fungo) conforme argumentos de El-Bestawy et al (2023), essa etapa confirmou a necessidade

de executar processo de tratamento avangado ou terciario.
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4.2 Avaliacdo do tratamento terciario em modo descontinuo pelo consércio microalga-
fungo

A presente etapa consistiu na realizacdo do tratamento avancado do efluente do
tratamento secundario e buscou avaliar a capacidade do sistema em remover 0s contaminantes-
chave (DQO, NT e FT), de modo a atender os padrdes de lancamento exigidos.

Como visualizado no Gréfico 7, foi verificado altas remog6es dos niveis de DQO em
todas as cargas organicas estudadas. Vale pontuar remoc6es mais significativas de DQO
ocorreu até o 3° dia de tratamento seguindo de certa estabilidade na queda da concentracdo do
poluente com alcance ao final do 7° dia de tratamento, verificando-se concentragdes residuais
de 577,78 + 24,07 mg-L* (remoc&o de 90,91%), 341,05 + 10,03 mg-L* (remoc&o de 85,61%)
e 143,16 + 3,89 mg-L™? (remocéo de 86,11%) para C1, C2 e C3, respectivamente. Para 0s
respectivos controles, obteve-se percentuais de remocdo de 54,96%, 38,35% e 40,15%,
respectivamente, mostrando que embora u sistema ndo axénico, necessita-se da insercao dos

microrganismos para efetivo tratamento.

Grafico 7 — Desempenho do tratamento terciario em modo descontinuo do efluente do soro

do leite pelo consdrcio microalga-fungo na remocéao de DQO
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Fonte: Autor, 2024.

Relativo a NT e FT (Gréafico 8), foi possivel constatar um comportamento diferente
quando comparado ao pardmetro DQO tendo em vista que a maior remocdo desses
contaminantes ocorreu até o 2° dia de tratamento (exceto para NT na condicdo de carga C1).
Para FT, o sistema de consorcio microalga-fungo alcangou percentuais de remocéo igual a
83,13%, 94,88% e 92,87%, destacando-se concentragdes residuais de 8,88 + 0,00 mg-L*?, 1,12
+0,01 mg-L 't e 0,88 + 0,01 mg-L*, para as cargas C1, C2 e C3, respectivamente. Em paralelo,
o parametro NT resultou em percentuais de remocao de 81,04%, 85,56% e 78,85% com valores
residuais de 12,32 + 0,61 mg-L™?, 5,46 + 0,27 mg-L? e 4,62 + 0,23 mg-L™?, para as cargas C1,
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C2 e C3, respectivamente. Para o sistema controle, percentagens de remogéo para NT foram de
42,62%, 39,55% e 40,58% e para FT de 49,59%, 57,46% e 30,73%, considerando-se C1, C2 e
C3, respectivamente.

Grafico 8 — Desempenho do tratamento terciario em modo descontinuo do efluente do soro

do leite pelo consorcio microalga-fungo na remocgéo de NT e FT
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Fonte: Autor, 2024.

De acordo com argumentos de Lee e Lei (2022) e Vidya et al. (2021), tal desempenho
obtido durante o processo de remocdo de NT e FT pode ser justificado pelas caracteristicas
presentes nas microalgas de assimilacdo de nitrogénio e fésforo orgéanico e inorganico e
posterior utilizacdo durante seu crescimento. Quando aplicados no consércio microalga-fungo,
tem-se ent&o a participacéo do fungo como mecanismo de suprir o CO> utilizado na fotossintese
além de fun¢des de armazenamento de agua e dispor de maior area de superficie para recepcao
de minerais absorvidos pela microalga, além da degradagdo de maiores particulas de matéria
organica em porc¢des menores possibilitando assim o consumo dos mesmos pelas microalgas e

consequentemente no favorecimento em seu crescimento (Zhao et al., 2019).

Por outro lado, a obtencdo de elevadas taxas de remocdo de DQO em tratamentos
bioldgicos utilizando microalga-fungo, como explicita Leng (2018), é dado pelo crescimento
heterotrofico ou mixotrofico dos fungos e microalgas havendo a utilizacdo do carbono

inorganico ou organico presente nos efluentes ou resultantes do metabolismo respiratoério aliado
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a possivel degradacdo da matéria organica por meio de enzimas extracelulares produzidas pelos
fungos (Chu et al., 2021).

Promovendo uma andlise comparativa a pesquisas semelhantes, Dong et al. (2022) ao
estudar a eficiéncia na aplicacdo do consorcio microalga-fungo-bactéria no processo de
remocdo de DQO, NT e FT da pasta de biogas obtida em reator de digestdo anaerobica,
utilizaram duas configuragdes compostas de Chlorella vulgaris-Ganoderma lucidum (T1) e
Scenedesmus obliquus-Pleurotus ostreatus (T2) além da cepa bacteriana endofitica S395-2 em
ambos os sistemas. Com niveis iniciais de 1.184,26 + 10,35 mg-L?, 123,77 + 7,64 mg-L'e
19,05 + 1,57 mg-L?, foram constatadas melhores eficiéncias na condigio T1 alcangando apds
10 dias de incubag&o, percentuais de remoc¢éo na ordem de 76,89% + 6,71 (DQO residual de
273,68 mg-L™Y), 79,15% + 7,24 (NT residual de 25,80 mg-L™?) e 83,65% + 7,37 (FT residual de
3,11 mg-L1), respectivamente.

Quian et al. (2022) analisaram o potencial tratamento de efluentes oriundos da digestao
anaerobica de industrias de suinocultura caracterizados com cargas organicas iniciais de DQO,
NT e FT respectivamente de 3.000 mg-L™?, 380 mg-Le 21 mg-L™, utilizando a simbiose entre
Chlorella pyrenoidosa e Lichtheimia ornata sob condi¢bes de pH igual a 7,0 e resultando
reducdes méaxima apds 4 dias de incubagio para um residual de 700 mg-L™* para DQO, 3 dias
e residual de 250 mg-L para NT e 5 dias e residual de 14 mg-L™ para FT.

Entrando no espectro internacional, o presente trabalho focou nas diretrizes restritivas
determinadas pela Unido Europeia através da Diretiva do Conselho 98/15/CE no qual estipula
valores maximos de 125 mg-L™* ou maior igual a 75% de eficiéncia para DQO, 15 mg N-L*
(10.000 — 100.000e. p.) ou 10 mgN-L?* (mais de 100.000e. p.) ou maior igual a 70-80% de
remocao para NT, 2 mg P-L* (10.000 — 100.000e. p.) ou 1 mg P-L"* (mais de 100.000e. p.) ou
maior igual a 80% de eficiéncia para FT e, por fim, sendo “e. p.” relativo a “equivalente de
populagdo”. Acresce ainda como exemplo a adotada em Paraguai com a Resolucion n° 222/02
definido niveis maximos de lancamento para DQO, NT e FT equivalente a 150 mg-L, 40
mgP-Lt e 4 mgN-L™.

Ressalta-se que essas concentracOes ainda estdo elevadas considerando os padrdes de
lancamento exigidos. Nesse estudo, para C2 e C3, obteve-se concentragdes residuais de acordo
com os padrdes de langcamento, principalmente para C3, pois para FT seria necessario valores

<1 mg-L?, para maior efetividade.
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4.3 Avaliacdo do tratamento terciario em modo semicontinuo do efluente do soro do leite
pelo consércio microalga-fungo

Levando em consideracdo os resultados dos experimentos anteriores, para presente
etapa foi considerado montar experimentos configurados apenas para o efluente de carga C3
com a justificativa de ser o Unico a apresentar concentragdes residuais em conformidade com
os padrdes de lancamento. Esta etapa consistiu em reduzir ainda mais 0s niveis de poluentes
residuais com énfase na andlise da estabilidade e viabilidade do sistema microalga-fungo no
tratamento do soro do leite em modo de operagdo semicontinuo e na remocdo dos
contaminantes-chave DQO, FT e NT ao longo de um menor tempo de operacédo ajustando-se a
taxa de reposicdo volumétrica (TRV) entre 40 e 60%.

Conforme elucidado no Grafico 9, apesar de considerados a constante eficiéncia do
sistema mesmo apds 3 ciclos de reposicdo, ndo houve reducdo significativa quando comparado
ao valor residual do sistema quando submetido ao modo de operacdo descontinuo. O
experimento aplicado a carga C3, para TRV de 40% do volume total, obteve percentual de
remocdo em media de 75,89% ao final do primeiro ciclo com DQO inicial e residual
respectivamente de 435,69 + 7,78 e entre 105-165 mg-L™, mostrando que apesar de
significativa reducéo, a eficiéncia precisa ser melhorada para estar < 125 mg-L™. Para TRV de
60% o sistema ndo conseguiu suportar o mesmo desempenho obtendo DQO residual entre 165-
200 mg-L™.

Grafico 9 — Desempenho em semicontinuo pelo consoércio microalga-fungo na remocéo de
DQO da carga C3. S.C - Semicontinuo
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Fonte: Autor, 2024.
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Pelo Grafico 10, em relacdo ao NT, referido a um TRV de 40% foi alcangado resultados
de remocdo e concentracOes residuais entre 81-85% e 1,26-1,54 mg-L™, respectivamente.
Valores semelhantes foram obtidos para uma TRV de 60%. Se tratando de FT (Grafico 11),
percentuais de remoc&o e concentragdo residual se situaram entre 82-93% e 0,82-0,31 mg-L?,
respectivamente; para uma TRV de 40%. Para uma TRV de 60%, valores residuais 1,8-3,5
mg-L?, sendo considerado ineficiente para os padrdes de tratamento exigidos. Verificados os
valores residuais muito baixos, principalmente para NT, levantou-se o questionamento de poder
estar limitando o processo de tratamento

Considerando a aplicacdo desse sistema como etapa terciéria, tem-se entdo conflitos
acerca do limite de lancamento estabelecido por legislagdes como explicitado anteriormente
pela Diretiva europeia e Resolugdo paraguaia. No Brasil, apesar de ndo existir uma definicao
de valor maximo na concentracdo de DQO relativo ao padrdo de langamento CONAMA na
resolucdo n°® 430 de 2011 (referente para dispor sobre condic¢Oes, pardmetros, padroes e
diretrizes para o lancamento de efluentes em corpos de 4gua), a mesma possibilita a integracdo
condicdes e padrbes de lancamentos mediante comprovacdo técnica e conformidade com os
requisitos vigentes ja estabelecidos.

Gréfico 10 — Desempenho em semicontinuo pelo consércio microalga-fungo na remocdo de

NT da carga C3. S.C - Semicontinuo
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Fonte: Autor, 2024.



60

Gréfico 11 — Desempenho em semicontinuo pelo consércio microalga-fungo na remogéo de

FT da carga C3. S.C - Semicontinuo
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Fonte: Autor, 2024.

Sendo assim, como efeito dos resultados obtidos nos experimentos na presente etapa,
foi percebido o alto valor de relagdo DQO:N sendo registrada em torno de 50, o que pode
ocasionar um efeito limitante pela falta de nitrogénio no sistema corroborando assim na
diminuicdo de eficiéncia na remoc¢édo de DQO, e dificultando a estabilidade do sistema.

Sendo assim, visando alcancar com margem de seguranca concentracdes residuais dos
referentes poluentes abordados acerca do elucidado nas legislagdes discutidas, detectou-se a
necessidade de uma etapa avaliando-se diferentes relagdes DQO:N e consequentemente N:P de
forma a otimizar o sistema de tratamento.

Zhang et al. (2020) e Sithamparanathan et al. (2023), relatam a importancia de se
analisar a relagdo DQO:N dos efluentes efluente durante o processo de tratamento, mostrando
que h& uma relacdo direta entre DQO e C e que a falta de NT pode acarretar um excesso de

carbono ao final do processo e um excesso de NT em um residual de nitrogénio elevado.

4.4 Otimizagdo da relacdo DQO:N:P no tratamento terciario do efluente do soro do leite
em modo descontinuo

Esta etapa de avaliagdo dos impactos da relagdo DQO:N:P o sistema de tratamento de
efluentes aplicado surgiu como resposta & observacdo de limitagdes de nitrogénio em
experimentos anteriores com intuito de otimizar o desempenho do processo, garantindo uma

remocao eficaz de poluentes e minimizando potenciais efeitos adversos no ambiente receptor.
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Na busca de aumentar a abrangéncia do estudo, além da C3 aplicado na etapa anterior, utilizou-
se também a carga organica de C2.

Mediante o exposto no Grafico 12, para a carga C2, as concentracdes residuais de DQO
e o percentual de remogdo foram de 298,10 + 2,75 mg-L* (87,42%), 209,00 + 2,20 mg-L*
(91,18%) e 123,20 + 1,10 mg-L? (94,80%) para relagdes DQO:N de 40, 30 e 20,
respectivamente. Por outro lado, para C3, foram obtidos valores de 140,80 + 2,20 mg-L™*
(88,03%), 115,50 + 2,75 mg-L™* (90,18%) e 85,42 + 2,67 mg-L™* (92,74%); respectivamente.
Sendo assim, em ambos os experimentos foi conferido a condi¢cdo inversamente proporcional
entre a relacdo DQO:N e a eficiéncia de remogéo (quanto menor a relagdo, maior a eficiéncia)
alcancado melhores resultados quando comparado ao sistema isento de suplementacdo, e
alcancando valores < 125 mg-L?, exigido pela legislacéo europeia, quando a relagdo DQO:N
for entre 20 e 30, confirmando a influéncia da ralacdo DQO:N na remocdo eficiente de DQO,
confirmando as suposices da etapa anterior. E importante relembrar que a relagdo DQO:N de
50, é relacionada a C2 e C3 sem a suplementacdo de nitrogénio, utilizadas nos experimentos

precedentes.

Grafico 12 — Desempenho de eficiéncia na remoc¢do de DQO para relagdes DQO:N estudadas

2500

1200
Carga C2 Carga C3
2000
— — 900
L L
2, 1500 T
£ E 600
o o
g 1000 S
o [a]
500 300
0 0
o 1 2 3 4 5 6 7 o 1 2 3 4 5 6 7

Tempo (dias) Tempo (dias)

—-8-—- Controle =@ Rela¢d0 20 =——ff— Rela¢do 30 —— Relagdo 40 =—<— Relagio 50

Experimento % deN DQO Res_ild ual Experimento % deN DQO Res_ild ual
Remogéo (mg-L™%) Remogéo (mg-L™%)
Controle 40,15+1,69% 704,01+8,91 Controle 38,35+£2,00% | 1461,49+17,82
Relacéo 50 86,11+0,61% 143,16+3,11 Relacéo 50 85,61+0,36% | 341,05+10,03
Relacéo 40 88,03+0,13% 140,80+2,20 Relacéo 40 87,42+0,04% 298,10£2,75
Relacéo 30 90,18+0,43% 115,50+2,75 Relacéo 30 91,18+0,27% 209,00£2,20
Relacéo 20 92,74+0,24% 85,42+2,67 Relacéo 20 94,80+0,02% 123,20+1,10

Fonte: Autor, 2024.
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Para NT, narelacdo de 40, a suplementacéo resultou numa concentracao inicial de 30,76
+ 1,54 mg-L* e eficiéncia de tratamento de 91,51% (concentragdo residual de 2,61 mg-L?). A
constancia na eficiéncia foi comprovada ainda nos casos para relagdes 30 e 20 mesmo com 0
aumento do residual de NT devido a suplementacdo adicionada, observando valores residuais
de 3,19 +0,16 mg-L* (91,54% de remog&o) e 4,93 + 0,24 mg-L* (90,01% de remogio). Apesar
de um maior residual, ainda foi possivel obter valores < 10 mg-L™, conforme requisitado pela
Diretiva europeia.

Verificando os resultados para a remocéo de FT, percebeu-se 0 mesmo comportamento
observado para DQO, obtendo-se resultados de 0,26 + 0,01 mg-L* (97,86%), 0,19 + 0,01 mg-L"
1(98,49%), 0,00 + 0,00 mg-L™* (100%) para configuragdo C3 em respectivas relagdes de
DQO:N de 40, 30 e 20; respectivamente. Importante verificar que em todas as relaces a
concentracdo de FT foi < 1 mg-L™, adequando-se a Diretiva europeia. No entanto, na relacéo
DQO:N de 20, o fésforo mostrou-se limitante, e isso pode ter atrapalhado a consequente
remocao de DQO e NT.

Grafico 13 — Desempenho de eficiéncia na remoc¢édo de NT e FT para relagbes DQO:N

estudadas para C3
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Remocéo (mg-L™%) Remogéo (mg-L™%)
Controle 40,38+0,08% 13,01+0,65 Controle 30,70£0,39% 8,53+0,01
Relagdo 50 78,85+0,02% 4,62+0,23 Relagdo 50 | 92,87+0,07% 0,37+0,00
Relacdo 40 91,51+0,01% 2,61+0,13 Relacdo 40 | 97,86+0,05% 0,26+0,00
Relacgdo 30 91,54+0,01% 3,19+0,16 Relacdo 30 | 98,53+0,12% 0,18+0,01
Relacdo 20 90,37+0,03% 4,93+0,25 Relacéo 20 100+0,00% 0,00+0,00

Fonte: Autor, 2024.



63

Analogamente, o Gréafico 14, para C2 seguiram comportamentos semelhantes. Para NT,
relagbes de DQO:N de 40 e 30 resultaram em percentagens de remocgdo e concentragdes
residuais de NT de 97,68% e 96,47% e 1,45 + 0,07 mgN-L* e 2,57 + 0,13 mgN-L*;
respectivamente. Para a relacdo de 20 devido ao alto valor suplementado obteve-se 89,16% de
remoc4o e valor residual de 10,16 + 0,50 mg-L™. Para FT, encontrou-se 95,31% e 1,03 + 0,00
mg-L?, 96,25% e 0,82 + 0,01 mg-L™* e 96,95% e 0,67 + 0,01 mg-L™* para as relacées de 40, 30
e 20; respectivamente. Semelhante ao ocorrido para C3, na relacdo DQO:N de 20, o FT, de fato,
comecou a exercer efeito limitante. No entanto, os parametros exigidos pela Diretiva europeia
conseguiram ser alcancados.

Gréfico 14 — Desempenho de eficiéncia na remogdo de NT e FT para relagbes DQO:N
estudadas para C2
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Remocéo (mg-L™%) Remocgéo (mg-L™%)
Controle 39,55+0,10% 22,67+1,13 Controle 57,46+0,73% | 9,34+0,07
Relacdo 50 78,15+0,03% 5,46+0,27 Relacdo 50 |94,88+0,01% | 1,12+0,01
Relagdo 40 93,50+0,001% 1,45+0,07 Relagdo 40 |95,31+0,03% | 1,03+0,00
Relagdo 30 96,47+0,01% 2,57+0,13 Relagdo 30 | 96,25+0,01% | 0,82+0,01
Relagdo 20 89,16+0,06% 10,16+0,51 Relagdo 20 | 96,94+0,09% [ 0,67+0,01

Fonte: Autor, 2024.
O aumento da eficacia motivado pela utilizagdo de suplementacGes a fim de ajustar a
razdo DQO:N:P ja foi analisado Prajapati et al. (2016) e Leng et al. (2021) acerca da influéncia
positiva desse tipo de mecanismo para otimizacdo de determinados resultados como na

formagéo e colheita de pellets resultantes da simbiose Chroococcus sp. e Aspergillus lentulus,
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chegando a conclusdes de suplementacgdo do sistema utilizando 10 g-L* de glicose e 0,5 g-L™*
de NH4NO3 ou K2HPO4 e constatar indispensabilidade da mesma no alcance das altas taxas de
eficiéncia de tratamento e colheita de microrganismos.

Entre as relac6es estudadas, 0 melhor desempenho foi obtido na relacdo DQO:N igual
a 20 e que pode ser otimizado com a aplicacdo do sistema em semicontinuo. Estudos de Mohd
Hanafiah et al. (2019) que, ao analisar possiveis melhorias na remoc¢éo de poluentes oriundos
de efluentes domesticos, notaram melhores resultados quando o sistema foi imposto a
propor¢do DQO:N de 17,8 (C17.8N1 > C14.2N1 > C7.1N1 > C3.6N1) com alcance em pH
inicial igual a 7 e percentagens de 96,00% e 93,20% para remocao de DQO e NHz3-N (valores
iniciais respectivamente de 534 mg-L ™ e 30 mg-L?).

4.5 Tratamento terciario do efluente do soro do leite sob modo semicontinuo em condicéo
otimizada de relacdo DQO:N:P

Aplicando o processo em semicontinuo, utilizando-se C2 e C3, para relacdo DQO:N de
20, buscou-se aumentar a eficiéncia de remocéo dos poluentes em menor tempo de tratamento
com maior estabilidade. Foram aplicadas TRVs de 40 e 60%.

No caso dos experimentos realizados sob configuracdo de carga organica C2, a uma
TRV de 40% conseguiu-se valores residuais de DQO nos trés ciclos de 105,60 + 2,20 mg-L™,
112,20+ 1,10 mg-L 1 e 115,50 + 0,55 mg-L?, estando ainda de acordo com a Diretiva européia.
Para uma TRV de 60%, as concentragdes residuais foram 283,25 + 4,13 mg-L*, 283,25 + 6,88
mg-L* e 272,25 + 6,88 mg-L* estando fora do estabelecido.

Quanto ao comportamento de remocdo de DQO em sistemas constituidos de carga
organica C3, foram obtidos resultados positivos para ambas TRVs aplicadas em relagédo a C3
com concentragdes residuais de 63,80 + 1,10 mg-L e 85,42 + 2,67 mg-L para TRVs de 40 e
60%; respectivamente. Observando-se menores concentracdes residuais de DQO do que a etapa
em semicontinuo anterior, quando conduzida a rela¢do de DQO:N de 50. Importante ressaltar
que o tratamento pdde obter essa eficiéncia em 2 dias reduzindo o tempo do processo

descontinuo.
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Gréfico 15 — Desempenho do tratamento terciario em semicontinuo na remogao de DQO para
C2 e C3 para TRVs de 40 e 60% e relagdo DQO:N igual a 20. S.C - Semicontinuo
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Fonte: Autor, 2024.
Analisando os resultados de NT (Grafico 16), houve um comportamento similar ao

observado para DQO. Houve maior estabilidade para o processo com carga C2 com TRV de

40% e em C3 para ambas TRVs de 40 e 60% e, estando com valores residuais menores do

méaximo estabelecido pela Diretiva europeia, mesmo os valores residuais tenham sido maiores

que no semicontinuo conduzido com C3 em relagcdo DQO:N igual a 50, devido a suplementagao
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feita. Para C3, obteve-se 84,44% - 3,95+ 0,19 mg-L" € 83,27% - 5,51 + 0,27 mg-L* para TRVs

de 40 e 60%; respectivamente. Para C2, os percentuais de remocao e concentragdes residuais
81,94% - 7,55 + 0,28 mg-L?! e 80,12% - 10,01 + 0,05 mg-L* para TRVs de 40 e 60%;
respectivamente.

Gréfico 16 — Desempenho do tratamento terciario em semicontinuo na remocéo de NT para
C2 e C3 para TRVs de 40 e 60% e relagdo DQO:N igual a 20. S.C. - Semicontinuo
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Fonte: Autor,

2024.
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Pela andlise de remocéo de FT (Gréfico 17), apenas o sistema com carga organica C2 e
TRV de 40% atingiram concentracOes residuais dentro dos conformes estabelecidos nas
Diretiva europeia (semelhantemente a DQO e NT) tendo percentuais de remocao entre 90-95%
e concentragdo residual entre 0,32-0,76 mg-L™X. Em contrapartida, para TRVs obteve-se valores
de remogao entre 73-84% com valores residuais entre 4,4-8,8 mg-L™.
Gréfico 17 — Desempenho do tratamento terciario em semicontinuo na remocéo de FT para
C2 e C3 para TRVs de 40 e 60% e relacdo DQO:N igual a 20. S.C. - Semicontinuo
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Fonte: Autor,

2024.
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Para C3 (Gréafico 17) em ambas TRVs obtiveram alta remogdo e teores residuais
menores de FT entre 97-99,5% - 0,02-0,08 mg-L* para TRV de 40% e 99,2-99,6% - 0,09-0,39
mg-L? para TRV de 60%, respectivamente. Esses valores residuais foram menores aos obtidos

para uma relacdo de DQO:N igual a 50 realizados anteriormente.

4.6 Producéo de biomassa e comportamento do pH no sistema

Conforme argumentos de Du et al. (2019), a formacé&o de biomassa em forma de pellets
pode ser justificada pela auséncia da fragdo externa lisa da parede celular microalgal ocasionada
pela forte interacdo fisica com consequente exposicéo de superficie fibrosa e aderéncia nas hifas
(micélio) fangico. Essa tipologia de biomassa foi registrada durante todos os ensaios realizados
como representado na Figura 8.

Figura 11 — Formacao de pellets nos sistemas montados (A) e microscopia (40x) (B)
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Fonte: Autor, 2024.

Nos experimentos realizados foi possivel constatar a maior producdo de biomassa
conforme aumento da concentracdo de carga organica disponivel no sistema em concordancia
ao exposto no Grafico 18. Li et al. (2019) afirmam que acdo de consumo entre 0s
microrganismos inseridos no sistema dos poluentes caracteristicos de efluentes como DQO
(contendo carbono organico), nitrogénio e fosforo para nutricdo em seus respectivos
metabolismos e, consequentemente, favorecimento no crescimento em maneira proporcional as
suas concentracdes. Acresce ainda o aumento gradativo na producdo de biomassa conforme
realizacdo de suplementacdo dos reatores com fonte de nitrogénio em forma de (NH4)2SO4
podendo ser justificado pela particularidade como fator essencial na fase lag/crescimento da
biomassa e ndo apenas na sintese de proteinas como também de material genético (Satpati et
al., 2023).
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Gréfico 18 — Producdo de biomassa em sistema microalga-fungo para C1, C2 e C3 em
DQO:N =50 (A) e em vérias relacdes de DQO:N (B) em modo descontinuo
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Fonte: Autor, 2024.

Percebe-se no Gréafico 19 que o peso seco celular em modo semicontinuo foi em torno
de 1 g-L*! para C3 e 2 g-L* para C2, com manutencio do crescimento e estabilizagdo a cada
ciclo. Khalatbari et al. (2024) ao analisar o desempenho Chlorella sorokiniana no tratamento
de polimento de &guas residuais de processamento de pescado sob modo de operagdo
semicontinuo observaram, assim como o presente estudo, valores crescentes do peso seco
celular de 0,072, 0,704 e 0,959 g-L* ao final dos ciclos de dia 0, dia 15 e dia 30.

Grafico 19 — Producéo de lodo microbiano em sistema microalga-fungo para C3 em DQO:N
=50 (A), C3em DQO:N =20 (B) e C2 em DQO:N = 20 (C) em modo semicontinuo (S.C.)

A) . 1600 - o B) _ 1600 -
gL _ - B . _
g % 1200 + 9 3 1200 +
wv
g% 8 = i il
g5 800t Rl ol 28 800 1 |S|lm 53 1
S o sl 2 2|« s 3 g ol 9|2
3 N S =< Q || ™ 2 =9
400 + (8|5 <= S O 400 + |<f[= -
|| O
~
0 } } i 0 } } i
Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3
Ciclo de Realimentagao Ciclo de Realimentagao
C) — 2400
8 2 2000
o &
“ E 1600 -
~ o Of |y
2 5 1200 + (8@ [k @) |~
S 3 g0 5| & o||R o |0
] ||~ Qllo flo
o — NI — NI
400
0 + } } i
Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3

Ciclo de Realimentagao

O5S.C40% 0S.C60%

Fonte: Autor, 2024.
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Em relagdo ao comportamento do pH no sistema descontinuo com diferentes relagdes
DQO:N (Gréfico 20), em geral foi detectado a ocorréncia de estabilidades nos experimentos de
carga C3 entre valores de 7,8 e 8,0, exceto no ponto de 24hr no reator isento de ajustes na
relacdo DQO:N com queda no valor para 7,02. No caso de experimentos com carga C2 apesar
do comportamento semelhante ao descrito anteriormente, foi registrado um intervalo maior de
pH sendo este na ordem de 7,8 e 8,3.

Conforme explicitado por Zhang e Zhang (2016) e Leng et al. (2021), as influéncias do
pH em sistemas de co-cultivo microalga-fungo foram observadas desde suas interacdes entre si
com destaque na diferenca dos potenciais zetas (carga negativa para microalgas e positiva para
fungos) condicionando a neutralizagcdo (maior tamponamento) e facilitacdo da agregacdo e
formacédo de pellets. Além disso, os mesmos alegam registros de favorecimento no processo de
floculacdo dos microrganismos a pH mais alcalinos ou levemente alcalinos, como observado

no presente estudo.

Grafico 20 — Comportamento do pH do sistema utilizando consércio microalga-fungo em

modo de opera¢do descontinuo para carga C2 (A) e C3 (B)

A)
85 T B) 8.5 =
8.0 + 8.0 +
T
o o
a
7.5
7.5
7.0
7.0 }
Tempo (Dias) 0 ! 2 3 4 /
Tempo (Dias)
—f— C2 (DQO:N=20) =3 C2 (DQO:N =30) efil= C3 (DQO:N = 20) 4= C3 (DQO:N = 30)
e C2 (DQO:N =40) =--9--C2(DQO:N =50) === C3 (DQO:N = 40) --9--C3(DQO:N =50)

Fonte: Autor, 2024.
Quanto ao desempenho do pH em sistema semicontinuo (Gréafico 21), percebeu-se que

mesmo nos sistemas com ajuste da relacdo DQO:N, o pH tendeu a se estabilizar entre 7-8,5,

essencial para a manutencdo do co-cultivo microalga-fungo.
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Gréfico 21 - Comportamento do pH no sistema semicontinuo para C3 em DQO:N =50 (A),

C3em DQO:N =20 (B) e C2em DQO:N =20
A) B)
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Fonte: Autor, 2024.
Segundo Khalatbari et al. (2024) as elevagdes de pH podem ser justificadas pelo

crescimento de microalgas, contudo vale ressaltar a adequacéo dos niveis de pH discutidos com
o intervalo exigido nos padroes de CONAMA na resolugdo n° 430 de 2011 estabelecidos entre
valores de 5 a 9, ndo necessitando assim de ajustes do efluente no periodo de descarte pds

tratamento.
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, fica evidente a eficacia do tratamento bioldgico
utilizando o consorcio de microalga-fungo, especificamente T. obliquus e C. echinulata, para a
remocao de DQO, NT e FT no efluente estudado. Na primeira etapa, do tratamento secundario
utilizando o consércio, foi alcangcada uma remocao significativa de DQO, NT e FT, atingindo
concentragfes semelhantes aquelas que seriam utilizadas no tratamento terciario do efluente
desta etapa.

Alcancou-se no tratamento terciario, em diferentes condi¢cdes de carga organica e em
modo descontinuo, taxas de remog&o dos contaminantes e valores residuais compativeis com o
descarte em corpos hidricos por legislagdes nacionais e internacionais, principalmente a
Diretiva europeia. Na aplicacdo do sistema em semicontinuo, para TRVs de 40 e 60%,
conseguiu-se reproduzir as mesmas ou melhores eficiéncias alcancadas em processo
descontinuo. No entanto, verificou-se que a concentracdo de NT presente no efluente foi
limitante para uma maior remoc¢édo de DQO e FT, pois havia uma relacdo DQO:N igual a 50.

Nesse sentido, estudou-se relacdes de DQO:N adicionais, de 20, 30 e 40. De fato, seja
em processo descontinuo que semicontinuo (TRVs de 40 e 60%) foi possivel uma maior
remogdo de DQO e FT, principalmente em relagdo DQO:N entre 20-30, mostrando que
observar a relacdo entre DQO:N:P do efluente é importante para alcancar os padrbes de
langamento em corpos hidricos.

Com o processo semicontinuo, durante 3 ciclos de repeti¢bes, houve diminuicdo do
tempo de processo, de 7 dias para o descontinuo para 2-3 dias (com TRVs de 40 e 60%), além
de mostrar maior estabilidade, auséncia de fase lag e sem necessidade de indculo adicional.

Houve a producdo de lodo microbiano entre 1-2 g L, que mostra um alto potencial
desse tipo de biomassa para aplicacfes biotecnologicas, uma vez que tanto a biomassa de
microalgas e fangica tem inimeros compostos e macromoléculas que podem ser usados na
sintese de biomateriais, biofertilizante, adsorventes ou extracdo de materiais como proteinas,
lipidios, carboidratos e enzimas.

O pH do sistema mostrou-se estavel entre 7-8,5, seja descontinuo que semicontinuo,
sem necessidade de ajuste, mostrando um eficiente tamponamento bioldgico durante o co-
cultivo, e de interesse para aplicacfes industriais, onde grandes volumes de efluente sdo
tratados, e ndo haver a necessidade de controle periddico é uma vantagem adicional.
Recomenda-se o teste do sistema em escala piloto visando a escalabilidade do processo e sua

validacdo industrial.
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APENDICE A — Quadro de resumo dos ensaios realizados

N° do Agente Carga . ~ x
Ensaio Bioldgico Orgénica Configuragao/Condigao
T. obliquus e Efluente Reatqr pqluna de bqlhas com 15 wm de aeracdo, pH
- 1 C. echinulata Bruto inicial de 7,5, intensidade luminosa de 100
§ ' umol-m2-s7%, 6 dias de TRH e coletas diéarias.
L 9 Contaminantes | Efluente Reator coluna de bolhas com 1,5 vwm de aerac¢do, pH
exogenos Bruto inicial de 7,5, 4 dias de TRH e coletas diéarias.
3 T. obliquus e C1 Reato_r pqluna de bo_Ihas com 15 wm de aeracdo, pH
4 C. echinulata Cc2 inicial de 7,5, intensidade luminosa de 100
S 5 ' C3 umol-m2-s7%, 7 dias de TRH e coletas diéarias.
Q.
g1 6 _ c1 )
7 Contaminantes co Reator coluna de bolhas com 1,5 vwm de aeragdo, pH
exogenos inicial de 7,5, 7 dias de TRH e coletas diéarias.
8 C3
9 C2 Reator coluna de bolhas com 1,5 vwm de aeragdo, pH
inicial de 7,5, 7 dias de crescimento microbiano
. 10 C3 seguido de 3 ciclos de 3 dias de TRH com reposicao
s T. obliquus e de 40% ao final de cada ciclo e coletas diarias.
S C. echinulata Reator coluna de bolhas com 1,5 vwm de aeracgéo, pH
w 11 C2 o - ) . A
inicial de 7,5, 7 dias de crescimento microbiano
12 c3 seguido de 3 ciclos de 3 dias de TRH com reposicéo
de 60% ao final de cada ciclo e coletas diarias.
13 C2 Reator coluna de bolhas com 1,5 vwm de aeracgéo, pH
inicial de 7,5, suplementagéo com solugéo de
14 c3 (NH4)2SO4 para ajuste em DQO:N = 20, 7 dias de
TRH e coletas diarias.
< 15 _ C2 Reator coluna de bolhas com 1,5 vwm de aeragdo, pH
s T. obliquus e inicial de 7,5, suplementacdo com solucéo de
Lfﬁ 16 C. echinulata c3 (NH4)2SO4 para ajuste em DQO:N = 30, 7 dias de
TRH e coletas diarias.
17 c2 Reator coluna de bolhas com 1,5 vvm de aeragdo, pH
inicial de 7,5, suplementacdo com solucéo de
18 c3 (NH,)2S0O4 para ajuste em DQO:N = 40, 7 dias de
TRH e coletas diarias.
Reator coluna de bolhas com 1,5 vwm de aeracgéo, pH
19 Cc2 inicial de 7,5, suplementacdo com solucéo de
(NH.)2SO;4 para ajuste em DQO:N = 20, 7 dias de
crescimento microbiano seguido de 3 ciclos de 3 dias
0 20 C3 de TRH com reposic¢ao de 40% ao final de cada ciclo e
s T. obliquus e coletas diarias.
LLE C. echinulata Reator coluna de bolhas com 1,5 vvm de aeracgéo, pH
21 Cc2 inicial de 7,5, suplementacdo com solucéo de
(NH4)2SO4 para ajuste em DQO:N = 20, 7 dias de
crescimento microbiano seguido de 3 ciclos de 3 dias
22 C3 de TRH com reposic¢ao de 60% ao final de cada ciclo e

coletas diarias.

Fonte: Autor, 2024.



APENDICE B — Curva de calibracio (Demanda Quimica de Oxigénio — DQO)

600
500 y = 2669.3x
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0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18 0.20
Absorbancia

Fonte: Autor, 2024.

APENDICE C - Curva de calibrago (Fésforo Total — FT)
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0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70
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Fonte: Autor, 2024.
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