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RESUMO

O soro do leite, resultante do processamento de laticinios, constitui um desafio que requer
métodos eficazes de tratamento. Diversas estratégias tém sido usadas para lidar com essas
questdes, incluindo processos biologicos aerdbicos e anaerdbicos, que sdo considerados
alternativas promissoras. A tecnologia de tratamento bioldgico, especialmente por meio do uso
de microalgas e durante o tratamento terciario (avangado), surge como uma opg¢ao promissora
devido a sua eficiéncia na remoc¢do de compostos organicos, e principalmente, nitrogénio e
fosforo residuais do processo de tratamento secundario (principal) com custos operacionais
reduzidos. Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo analisar o processo de
tratamento de soro do leite por microalgas visando a remoc¢ao de demanda quimica de oxigénio
(DQO), nitrogénio (NT) e fosforo (FT) buscando adequagdo aos padrdes de langamento
exigidos pela legislagdo aplicando estratégias para otimizagdo do processo (tempo de
tratamento, modo semicontinuo, co-cultivo com fungo filamentoso e utiliza¢ao de aeragao de
1,5 vvm). O experimento foi conduzido utilizando a microalga Tetradesmus obliquus, bem
como o co-cultivo com o fungo filamentoso Cuninghamella echinulata, combinado a aeragao
forgada em modo semicontinuo em reator aberto. Foram utilizadas duas cargas organicas C; e
C2 (~DQO =550 e 2200, NT =15 e 60 e FT = 5 e 20 mg.L"!, respectivamente), e, portanto,
nomeou-se os experimentos com a microalga de Cvi € Cwmz, € para o co-cultivo com fungo de
Cwri € Cumr2. Evidenciou-se que o consorcio apresentou maior estabilidade e maior eficiéncia
na remoc¢do dos contaminantes em relagdo ao sistema de tratamento contendo apenas a
microalga, e nas duas taxas de reposi¢ao volumétrica (TRV) de 40 e 60%, enquanto apenas 40%
foram viaveis quando a microalga foi utilizada sozinha. Quanto a concentragdo residual de
DQO, o Cwri exibiu uma variagdo de DQO no intervalo de 62 a 88 mg.L™!, mantendo-se dentro
dos limites estabelecidos pela norma da Unido Europeia (125 mg.L'"), enquanto Cmr2 obteve
uma DQO residual entre 165-250 mg.L™! necessitando de outra etapa de tratamento para
alcangar os padroes de lancamento, no entanto, a eficiéncia de tratamento foi elevada em ambos
os casos (> 70%). Em relagdo ao nitrogénio total, ambas as cargas organicas Cmri € Cwmr,
obtiveram concentragdes residuais entre 2-10 mg.L™!, se adequando aos padrdes de langamento
da legislacio europeia (10 mg.L™"). Por fim, para fosforo total, semelhantemente ao que ocorreu
para DQO, Cwri foi tratado eficientemente possuindo concentracdes residuais entre 0,65-0,9
mg.L! atendendo a legislagdo europeia (entre 1-2 mg.L!), enquanto para Cmr2 os valores
residuais se situaram entre 2-3,5 mg.L"!, mostrando necessidade de tratamento adicional. O
peso seco celular obtido variou entre 300-900 mg.L!, e pode ser utilizada para aplicagdes
biotecnoldgicas. Por fim, durante o co-cultivo, houve um maior tamponamento do sistema com
menor variacdo de pH, garantindo uma maior estabilidade do sistema e maior facilidade de
ajuste que o sistema somente com a microalga. Neste contexto, ¢ relevante observar que o
tratamento conseguiu atender aos padrdes de langamento estabelecidos pela legislagdo. No
entanto, ressalta-se a importancia de validar esses resultados em uma escala maior e de buscar
a otimizacao dos pardmetros operacionais.

Palavras-chave: tratamento bioldgico, industria de laticinios, tratamento de efluentes



ABSTRACT

Whey, a by-product of dairy processing, poses a challenge that necessitates effective treatment
methods. Various strategies have been employed to address these concerns, including aerobic
and anaerobic biological processes, which are deemed promising alternatives. The technology
of biological treatment, particularly through the utilization of microalgae, especially during
tertiary (advanced) treatment, emerges as a promising option owing to its efficiency in
removing organic compounds, notably residual nitrogen, and phosphorus from the secondary
(primary) treatment process, with reduced operational costs. In this context, the present study
aims to analyze the whey treatment process by microalgae targeting the removal of chemical
oxygen demand (COD), nitrogen (TN) and phosphorus (TP), aiming for compliance with
discharge standards mandated by legislation, applying strategies for process optimization
(treatment time, semi-continuous mode, co-cultivation with filamentous fungus, and utilization
of 1.5 vvm aeration). The experiment was conducted using the microalgae Tetradesmus
obliquus, as well as co-cultivation with the filamentous fungus Cunninghamella echinulata,
combined with forced aeration in semi-continuous mode in an open reactor. Two organic loads,
Ci and Cz (~ COD = 550 and 2200, TN =15 and 60, and TP = 5 and 20 mg.L"!, respectively),
were employed, thus designating the experiments with the microalgae as Cmi and Cwmz, and for
the co-cultivation with fungus as Cmr1 and Cwrz. It was evident that the consortium exhibited
greater stability and higher efficiency in contaminant removal compared to the treatment system
containing only the microalgae, at both volumetric replacement rates of 40 and 60%, whereas
only 40% were viable when the microalgae were used alone. Regarding the residual COD
concentration, Cmri showed a COD variation in the range of 62 to 88 mg.L!, remaining within
the limits established by the European Union standard (125 mg.L™!), while Cmr2 obtained a
residual COD between 165-250 mg.L™!, requiring another treatment stage to meet the discharge
standards; however, treatment efficiency was high in both cases (> 70%). With respect to total
nitrogen, both organic loads Cwmr1 and Cwmr2 achieved residual concentrations between 2-10
mg.L!, complying with the discharge standards of European legislation (10 mg.L™"). Finally,
for total phosphorus, like what occurred with COD, Cwmri was efficiently treated, with residual
concentrations between 0.65-0.9 mg.L™! meeting European legislation (between 1-2 mg.L™"),
while for Cwmr, residual values ranged between 2-3.5 mg.L™!, indicating the need for additional
treatment. The obtained dry cell weight varied between 300-900 mg.L! and can be utilized for
biotechnological applications. Lastly, during co-cultivation, there was greater system buffering
with less pH variation, ensuring greater system stability and easier adjustment compared to the
system containing only the microalgae. In this context, it is relevant to note that the treatment
successfully met the discharge standards established by legislation. However, it is important to
emphasize the significance of validating these results on a larger scale and seeking optimization
of operational parameters.

Keywords: biological treatment, dairy industry, wastewater treatment
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o interesse pelas microalgas tem aumentado de forma consideravel,
especialmente devido ao surgimento da alta demanda por biomassa e bioprocessos sustentaveis,
como por exemplo, no tratamento de aguas residuais, producido de pigmentos de alto valor
comercial e na producdo de biocombustivel (ABDELFATTAH et al., 2023; HOANG et al.,
2023; GALARZA et al., 2018).

As microalgas sdo organismos unicelulares, autotroficos ou heterotroficos e de facil
reproducdo. Elas podem ser cultivadas em ambientes abertos ou reatores fechados com regime
alimentar a base de compostos quimicos com uma dieta que contempla carbonatos, fosfatos,
nitratos e dioxido de carbono (COz), compostos estes que podem ser classificados em organicos
ou inorganicos (LEHMUSKERO, CHAUTON e BOSTROM, 2018). Estes microrganismos sio
utilizados no tratamento biologico de efluentes, pois, possuem a capacidade de consumirem
nitrogénio inorganico e fosfatos do meio, além de transformarem carbono inorginico em
biomassa através da fotossintese (AHMAD et al., 2021). Sistemas de cultivo baseado em aguas
residuais agricolas e dos efluentes da digestdo anaerdbia, sdo considerados uma valiosa fonte
alternativa e econdmica de nutrientes para o crescimento de microalgas em larga escala
(PRANDINI et al., 2016).

O cultivo de microalgas integrado ao tratamento de efluentes tem sido desenvolvido
para a geracao de biomassa sustentavel, remediacao de efluentes e compostos com alto valor
agregado. Dentre estes compostos, destacam-se acidos graxos poli-insaturados, carotenoides,
ficobilinas, polissacarideos, vitaminas, esterois e diversos compostos bioativos naturais, sendo
que, desta forma, as microalgas apresentam potencial de uso no desenvolvimento de alimentos
funcionais, por suas propriedades especificas a exemplo da elevada atividade antioxidante
(JAISWAL et al., 2022).

Por outro lado, os fungos destacam-se no campo da biorremediacdo devido ao fato de
serem microrganismos responsaveis pela degradagcdo de matéria organica no meio ambiente,
removendo poluentes por absor¢do e pela producao de enzimas inespecificas com elevada
capacidade catalitica, transformando tais poluentes em compostos menores ¢ de mais facil
metabolizacdo seja por eles, que por outros microrganismos presentes (FERREIRA, VARJANI
e TAHERZADEH, 2020). Logo, as especificidades metabolicas desses microrganismos se
complementam, sejam pela troca gasosa (fungos respiram liberando CO; e microalgas fazem

fotossintese liberando O7), que pela maior eficiéncia de remogao dos contaminantes, fungos
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com a matéria organica e as microalgas com o nitrogénio e fosforo presente; potencializando o
tratamento do efluente.

Adicionalmente, torna-se evidente a necessidade do desenvolvimento de sistemas de
tratamento biologico de efluentes, considerando o contexto global da producao de leite.
Mundialmente, estimou-se uma produgdo de 944 milhdes de toneladas de leite em 2023, o que
representa um aumento de cerca de 0,9% em relacdo a 2022, segundo a Food and Agriculture
Organization (FAO) de 2023. O continente asiatico desponta como a maior produtor de leite do
mundo, com producdao de aproximadamente 429 milhdes de toneladas em 2023, o que
representa um acréscimo de 1,8% em relag¢do ao ano anterior (FAO, 2023).

Diante do aumento constante na produ¢do anual de leite, o soro do leite, principal
subproduto da fabricacdo de derivados, possui um consideravel potencial poluidor e seu
descarte inadequado, o que resulta na contaminacdo do solo, das aguas superficiais e
subterraneas (KARAPANAGIOTI, 2016). O elevado teor de Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO) no soro do leite representa um significativo potencial poluidor desse efluente para o
meio ambiente (SIRMACEKIC et al, 2022). Além disso, o soro do leite apresenta
concentracdes elevadas de nitrogénio e fosforo, nutrientes que podem contribuir para a
eutrofizagdo de corpos d'dgua. A eutrofiza¢dao ¢ um problema global, e o nitrogénio e o foésforo
sdo fatores limitantes nesse processo (SUN et al., 2022).

Diante desse cendrio, diversos tipos de tratamentos tém sido empregados para remediar
o soro do leite. No entanto, os métodos quimicos e fisicos frequentemente se mostram pouco
vidveis para a industria devido aos custos elevados. Por outro lado, a biorremediagao
(tratamento bioldgico), que emprega microrganismos como microalgas e fungos com a
capacidade de absorver ou degradar poluentes especificos, emerge como uma alternativa mais
sustentavel, valida e eficaz quando comparada aos métodos tradicionais de tratamento, os quais
dependem fortemente do uso intensivo de produtos quimicos. Esses métodos de tratamento
bioldgico impulsionam a eficiéncia na remediacao do efluente, gerando biomassa de alto valor
e promovendo o desenvolvimento de uma economia circular (WANG et al., 2022a; LI et al.,
2023a; VIEGAS ¢ GONCALVES, 2024). E importante salientar que um processo bioldgico
com apenas uma etapa dificilmente adequara o efluente aos padrdes exigidos de tratamento,
sendo necessario apds o tratamento secundario, um tratamento terciario ou avangado buscando
a adequacdo, principalmente dos parametros de DQO, nitrogénio e fosforo total
(TEKERLEKOPOULOU et al., 2020).

Virias estratégias podem ser utilizadas de modo a aumentar a eficiéncia do sistema de

tratamento bioldgico, como a variagdo do modo de condugdo (batelada, semicontinuo e
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continuo), otimizar o tempo de reten¢do hidraulico (garantindo maior produtividade e melhores
taxas de remocdo de poluentes), além da inser¢do de aeragdo para aumentar a atividade
respiratoria/fotossintética dos microrganismos, no caso microalgas e fungos (EVANS et al.,
2017; SANKARAN et al., 2010; HOM-DIAZ et al., 2017; MICHALSKA et al., 2021)

Sendo assim, este trabalho buscou aplicar estratégias para melhorar a performance do
tratamento avangado de soro do leite pelo co-cultivo entre microalga e fungo filamentoso

buscando atender os parametros para langamento em corpos hidricos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficiéncia do tratamento terciario do soro de leite para remocao da demanda
quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio e fosforo, utilizando diferentes condi¢des de cultivo da
espécie de microalga Tetradesmus obliqguus, assim como o co-cultivo dessa microalga com o

fungo filamentoso Cunninghamella echinulata visando a melhoria de processo.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o melhor tempo e taxa de reposicdo volumétrica no tratamento em sistema

semicontinuo do soro do leite por 7. obliquus;

e Verificar a associa¢ao simbiotica da microalga com fungos filamentos no processo de

tratamento.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Industria do leite

A alimentagdo humana passou por significativas mudangas ao longo das ultimas cinco
décadas, sendo que os produtos de origem animal assumiram um papel fundamental nesse
cenario (ZHANG et al., 2017). Como resultado dessa evolugao, a industria de laticinio tem
crescido em diversos paises, impulsionado principalmente pelo aumento da demanda por leite
e seus derivados, tendo em vista que os alimentos lacteos estdo cada vez mais integrados a dieta
humana (AHMAD et al., 2019). A industria do leite desempenha um papel fundamental no setor
agricola tanto de paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento, pois além de ser
responsavel pela criacdo de inimeros empregos, ¢ extremamente importante para garantir o
acesso a alimentos em quantidade adequada. Cerca de 80% da producdo de leite € proveniente
de pequenos produtores, evidenciando a relevancia dessa industria na cadeia produtiva
(ESCALANTE et al., 2018) Contudo, a intensificacao da producao de laticinios acarretou em
consequéncias ambientais, relacionadas ao consumo de recursos naturais € ocupacao de terras,
ademais, os efluentes gerados neste setor apresentam uma alta carga poluidora, sendo os
principais responsaveis pelo aumento do impactado ambiental nesta industria (ZHANG et al.,
2017; AHMAD et al., 2019).

A industria de laticinios abrange uma ampla variedade de produtos, como leite
pasteurizado, iogurte, sorvete, manteiga, queijo e leite em po. A produgdo desses alimentos
envolve a aplicagdo de diversos processos, tais como pasteuriza¢do, coagulagdo, filtracao,
centrifugacdo e resfriamento. Devido a ampla gama de produtos gerados pelas industrias de
laticinios, € frequente observar variacdes significativas na quantidade e qualidade dos efluentes
gerados. Além disso, as taxas de fluxo desses efluentes podem variar de acordo com a escala de
produgdo, os tipos de produtos fabricados, as técnicas adotadas, os processos empregados € 0s
equipamentos utilizados. E importante ressaltar que o processamento do leite tende a aumentar
durante o verao, resultando em variagdes sazonais na produgao de efluentes (SHI et al., 2021).

O agronego6cio posicionou o Brasil no ranque mundial dos maiores exportadores de
produtos alimenticios. Nesse cendrio, o leite tem se mostrado como um dos produtos com maior
representatividade em todo o pais, gerando renda e uma grande quantidade de postos de trabalho
(EMBRAPA, 2019). No Brasil, estimou-se uma producdo de 34,6 bilhdes de litros de leite
bovino. O estado de Minas Gerais se destaca como o principal produtor de leite, representando
aproximadamente 27,1% da producdo total nacional. Em seguida, aparecem os estados do

Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina, contribuindo com 12,9%, 11,8% e 9,1% da
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produgdo nacional, respectivamente (Figura 1). Em 2022, a regido Sul do Brasil liderou a
producdo de leite bovino, contribuindo com 33,8% do total nacional. Acompanhando de perto,
aregido Sudeste apresentou uma participacao de 33,6%. Na terceira posi¢ao, a regido Nordeste,
unica regido que apresentou crescimento na producdo desde 2017, contribuiu com 16,5% da
producdo brasileira, seguida pelas regides Centro-Oeste e Norte, que contribuiram com 11,0%

e 5,1%, respectivamente (IBGE, 2023a).

Figura 1 — Producdo brasileira de leite bovino por Unidade Federativa

Produgéo nacional
(Milhdes de litros)

9362,69

4,64

»

=

Da plataforma Bing
© Microsoft, OpenStreetMap

Fonte: IBGE (2023b).

Corroborando com esses dados historicos, observa-se que através das inovagdes e
transformagdes do setor, o leite ¢ um dos seis produtos mais relevantes da agropecuaria
brasileira, sendo considerado essencial no suprimento de alimentos e na geracao de emprego e
renda para a populacdo. Além disso, a atividade leiteira tem sido aprimorada de maneira
competitiva e inovadora em escala global, visando aumentar a produg¢do com qualidade, valor
agregado e industrializagdo de produtos diferenciados (EMBRAPA, 2019).

A Organizagao para a Cooperagao e Desenvolvimento Econdmico (OCDE) estimou que,
sem a necessidade de realizar alteragdes estruturais significativas, o Brasil alcangard a
autossuficiéncia em laticinios e produtos lacteos até o ano de 2024. Para que isso ocorra, a
produg¢do de leite deverd aumentar juntamente com a demanda interna, crescimento
populacional e renda (FAO, 2016). No entanto, em 2022, na América do Sul, estimou-se uma

queda na producao de leite quando comparada com o ano de 2021, principalmente, em virtude
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do declinio na produgao do Brasil, Uruguai e Argentina. A produgao brasileira foi afetada pelo
aumento de custos com insumos e maquinarios, o preco do combustivel e de mao de obra,

consequentemente, causando a redu¢do na margem de lucro dos produtores (FAO, 2022).

3.1.1 Condigdes e padrdes de langamento de efluentes

No contexto brasileiro, em nivel federal, a Resolucao do CONAMA n° 430, de 13 de
maio de 2011, dispde sobre as condi¢des de langamento de efluentes, complementando e
alterando a Resolucdo do CONAMA n° 357, de 17 de margo de 2005. No Artigo 3° desta
resolucdo, sdo estipuladas as diretrizes que tornam obrigatdrio o tratamento dos efluentes, bem

como o cumprimento dos padroes estabelecidos para seu langamento.

“Art. 3° Os efluentes de qualquer fonte poluidora
somente poderdo ser lancados diretamente nos corpos
receptores ap6s o devido tratamento e desde que
obedecam as condicdes, padrdes e exigéncias dispostos
nesta Resolucdo e em outras normas aplicaveis.”
(BRASIL, 2011)

Embora a Resolugdo do CONAMA n° 430 de 2011 estabelega um padrdo para o
lancamento de efluentes (Tabela 1), esta norma também confere aos Orgdos ambientais
competentes a autoridade para, a qualquer momento e com base em fundamentagdo técnica,

adicionar outras condi¢des e padrdes de langamento, ou tornd-los mais rigorosos.

Tabela 1 — Padrao de langamento da Resolucdo CONAMA n° 430 de 2011

Parametros Valores maximos
pH 5-9
Temperatura 40 °C
Materiais sedimentaveis I mL.L!
Oleo minerais 20 mg.L!
Oleos vegetais 50 mg.L"!
Materiais flutuantes Auséncia
DBOs 200 Remocgao minima de 60%

Fonte: (BRASIL, 2011).

Diante desse contexto, ¢ observado que diversos Orgdos ambientais estaduais e
municipais tém elaborado legislagdes que estabelecem condi¢des e padrdes mais rigorosos para
o langamento de efluentes. Um exemplo disso ¢ o Estado de Alagoas, que por meio da Instrugao
Normativa da Secretaria do Estado do Meio Ambiente e Recursos Hidricos de Alagoas

(SEMARH) n° 1, de 30 de maio de 2018, estabeleceu requisitos especificos para o langamento
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de efluentes. Entre estes, destacam-se a exigéncia de uma remog¢ao minima de 75% da DBO do
efluente bruto, bem como um limite méaximo de 120 mg.L"! de DBO no efluente tratado. Além
disso, a instrucdo normativa estabeleceu uma concentracdo maxima de coliformes
termotolerantes de (1000 NMP).(100 mL)' (ALAGOAS, 2018).

No cenario internacional, é possivel observar condi¢des e padrdes de lancamento de
efluentes ainda mais rigorosos do que os brasileiros. A Diretiva do Conselho 91/271/EEC,
referente ao tratamento de aguas residuais urbanas, ¢ uma peca legislativa promulgada pela
Unido Europeia (EU) em 1991. Esta legislagdo aborda a coleta, tratamento e descarga de aguas
residuais urbanas, além do tratamento e descarga de aguas residuais de determinados setores
industriais. Seu principal objetivo € proteger o meio ambiente dos efeitos das descargas de dguas
residuais, a0 mesmo tempo que fomenta o desenvolvimento sustentavel, prevenindo a polui¢ao
de corpos hidricos e incentivando o uso responsavel dos recursos naturais (EU, 1991). A Tabela

2 apresenta os requisitos para as descargas de dguas residuais dispostos na diretiva supracitada.

Tabela 2 — Requisitos de lancamento da UE para aguas residuais urbanas

A - Percentual minimo de
Parametros Valores maximos < ‘o
remoc¢ao (%)
70-90
DBOs 200 25 mg O,.L! 40 nos casos previstos n° 2 do
artigo 4°
DQO 125 mg O, L! 75
Nitrogénio total 1-2 mg NL"! 70-80
Fosforo total 10-15 mg P.L! 80

Fonte: (EU, 1991). Adaptado pelo autor.

3.2 Producao e caracteristicas do soro do leite

O soro de leite ¢ um liquido residual da industria de laticinios, obtido através da
coagulagdo do leite, e destina-se principalmente a fabricagdo de queijos e caseina. Durante o
processo de fabricacdo do queijo ocorre a separacao do soro do leite e da coalhada através do
processo de coagulacao do leite. O soro de leite ¢ a fracdo liquida resultante desse processo de
coagulacdo. Estima-se que na producdo 1 kg de queijo sdao gerados de 9 a 10 L de soro do leite
(PIRES et al, 2021). O soro do leite apresenta uma coloragdo amarelo-esverdeada,
principalmente devido a presenca de riboflavina (vitamina B2). Além disso, ele pode ser

classificado em dois tipos: soro do leite doce e soro do leite acido. Durante o processo de
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coagulagdo do leite, quando a enzima quimosina ¢ adicionada, ocorre a separacdo da caseina,
lactose e soro, resultando na formacao da coalhada. O soro produzido nesse processo possui um
pH aproximado de 5,6 e ¢ classificado como soro do leite do tipo doce. Por sua vez, o soro do
leite do tipo acido ¢ gerado por meio da atividade metabolica de lactobacilos ou pela adicao de
acidos organicos, como o acido lactico, ou acidos minerais, como o cloridrico ou sulfurico,
durante o processo de fabricacdo de caseinas industriais. O soro do leite do tipo &cido apresenta
um pH aproximado de 4,5 (RYAN e WALSH, 2016). A Figura 2 apresenta um esquema

simplificado do processo de geracao do soro do leite.

Figura 2 — Esquema geral da geragdo do soro do leite

Adigéo de Acido

Adicdo de Coalho

Caseina Acida Soro do leite dcido

Coalha de Caseina Soro do leite doce

Caseina em po6

Fonte: Adaptado de RYAN e WALSH (2016).

Nunes e Santos (2015) afirmam que o concentrado proteico do soro do leite, possui
cerca de 80% de proteina, 8% de carboidrato, além de ser rico em aminoacidos, especialmente,
o acido aspartico, isoleucina, leucina, lisina, metionina e treonina, além de minerais como
calcio, ferro e sodio, vitaminas e baixo teor de gordura. A Tabela 3 traz alguns estudos que
caracterizaram a composi¢ao do soro do leite.

De acordo com Brandelli, Daroit e Corréa (2015) o soro do leite contém diversos
peptideos bioativos que favorecem a saude do ser humano. Diante desse fato, observou-se que
o soro do leite possui grande potencial tecnolégico sendo usado como matéria-prima para a
produgdo de acido caproéico (CHWIALKOWSKA et al., 2019), na cultura inicial para produgao
de antibioticos (KRUNIC, OBRADOVIC ¢ RAKIN, 2019) e como bioemulsificante (ZHANG
etal., 2019).
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Tabela 3 — Composicdo do soro do leite de acordo com a literatura

pH DQO NT FT NS FS Nitratos Fosfato Cloreto SST ST Referéncia
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
5,99 60.000 440 149 - - 320 - - 2850,0 - Baroudi et al., 2012.
- 88.000 1.088 810 15 8 - - - - - Seo et al., 2014
6.5-7.5 | 75.300-80.300 | 340 - 1.040 - - : 4,0-8,0 190253 | 2.090-2870 | - .| Elia, Styliazn(;);; Agapiou,
5,5 105000 332 - - - - <2 - - - Mainardis et al., 2018
5,8 81800 28 - - - - 55,5 - - - Mainardis et al., 2018
4,5-6 43.000 1100 340 - - - - 19.400 | 49300 Tatoulis et al., 2015
3,5 68.000 - - - 450 - - - 700 65000 Yadav et al., 2013
7,13 10.207 397 90,1 - - - - - - - De¢bowski et al., 2021
4,7 48.100 200 - - - 155 634 - - - Zolfaghari et al., 2022
4,5 80.700 600 - - - - - - - 73900 Thanos et al., 2020
4,36 46.080 - - - - 3920.95 2.94 - - - Elleuch et al., 2020

DQO — Demanda Quimica de Oxigénio; NT — Nitrogénio Total; FT — Fosforo Total; SST — Sélido Suspenso Total; ST — Sélido Total; NS — Nitrogénio Soluvel,
FS — Fosforo Soluvel.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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3.2.1 Aproveitamento do soro do leite na industria de alimentos

O soro do leite ¢ reconhecido por seu elevado valor nutricional e por apresentar
propriedades atrativas a industria de alimentos. Dentre essas propriedades, destacam-se a
capacidade de emulsificagdo, gelifica¢do, controle de viscosidade, solubilidade, formagdo de
espuma, além da habilidade de realcar tanto o sabor quanto a cor dos produtos (SOUMATT et
al., 2023).

Sabe-se que as bebidas a base do soro de leite apresentam pH acido, sabor desagradavel
e adstringente. Diante dessas informagdes, Wang et al. (2016) avaliaram o uso da espectroscopia
de infravermelho e quimiometria na predi¢do de adstringéncia dessas bebidas. Os resultados
deste estudo indicam que ¢ possivel prever a adstringéncia de bebidas a base de soro de leite
acido em apenas 3 min, sendo considerada uma importante ferramenta para que a industria
monitore as caracteristicas sensoriais dessas bebidas.

Os tratamentos térmicos mais comumente usados no processamento de bebidas a base
de soro de leite sdo a pasteurizacao e a ultrapasteurizagdo (Ultra-high Temperature — UHT),
esses tratamentos possuem efeitos negativos nos compostos bioativos, degradando-o ou
afetando a aceitagdo sensorial dos produtos. Nesse sentido, Ferreira et al. (2019) esclarecem
que, as tecnologias ndo convencionais, ou tecnologias emergentes, sao alternativas em potencial
para serem usadas no processamento desses produtos. Ferreira et al. (2019) ainda explicam que,
para que seja feita a substituicdo dos tratamentos térmicos convencionais, pode-se usar o
aquecimento 6hmico, uma vez que, ele apresenta grande potencial no processamento dessas
bebidas. O aquecimento 6hmico tem se destacado como tecnologia auxiliar na industria de
laticinios e desenvolvimento de novos produtos.

Outra tecnologia considerada emergente ¢ o ultrassom. Ele ¢ usado para intensificar a
recuperagao de produtos do soro de leite considerados valiosos. Essa tecnologia também pode
ser usada em etapas de pré-tratamento, ultrafiltracdo, secagem por spray e cristalizagao.
Gajendragadkar e Gogate (2016) mostraram que o ultrassom de baixa frequéncia e alta
intensidade associado ao pré-tratamento térmico reduz o espessamento ou gelificacao das
solucdes de soro de leite que possuem proteinas.

O estudo supracitado corrobora com a pesquisa de Baruk¢i¢ et al. (2015) que avaliaram
a influéncia do ultrassom de alta intensidade na qualidade do soro de leite doce reconstituido,
com o intuito de substituir o tratamento por pasteurizagcao. Apos a termo-sonicagdo, por 10 min,
a 55°C e 480 W de poténcia nominal, foi observada melhora na qualidade microbioldgica e nas

propriedades sensoriais quando comparado com o tratamento térmico do soro do leite.



25

Outro exemplo de tecnologia emergente ¢ a de CO; supercritico. Essa técnica ¢ usada
para a extracdo de fitoquimicos de matrizes vegetais, engenharia de particulas para
encapsulacdo e entrega de compostos de atividade bioldgica. Considerando esses dados, Silva
et al. (2019a) avaliaram os efeitos do CO; supercritico no processamento nao térmico de bebida
de soro de leite, enriquecida com inulina. Os resultados do estudo mostraram que essa
tecnologia nao altera as propriedades fisico-quimicas da bebida, tampouco em sua cor. Portanto,
essa tecnologia pode ser usada como técnica de tratamento nao térmico na producao de bebida
lactea. J4 a tecnologia de plasma frio, um gas ionizado, composto por moléculas neutras,
elétrons e particulas carregadas positiva e negativamente. O produto que ¢ submetido a essa
tecnologia possui preservacdo de compostos termossensiveis, além de suas caracteristicas
fisico-quimicas e sensoriais (SILVEIRA et al., 2019).

Ao utilizar essa tecnologia como alternativa de tratamento, em substituicdo a
pasteurizagdo, Silveira et al. (2019) comparou as propriedades fisico-quimicas, microestrutura
e térmica de bebidas de soro de leite sabor goiaba, submetidas ao plasma frio (400 W utilizando
0 gas nitrogénio) em diferentes condigdes de tempo e fluxo de gés. A partir dos dados obtidos,
os autores concluiram que esse tratamento ¢ considerado util na modificagdo de estrutura e
reologia de produtos lacteos.

E importante salientar que, apesar dos avangos tecnologicos no reaproveitamento do
soro do leite na industria de alimentos, a consideravel geracdo desse subproduto durante os
processos de fabricagdo de laticinios, juntamente com sua propensao a rapida deterioracao,
representa um desafio para sua eficaz reutilizagdo. Isso pode resultar em seu descarte como
efluente industrial, gerando impactos ambientais adversos (KUMAR et al., 2023a). Conforme
apontado por Barba (2021), a reutiliza¢do do soro do leite na produ¢do de outros alimentos ja
esta bem estabelecida. No entanto, ¢ necessario adotar uma abordagem que vise explorar todo
o potencial do soro do leite através de estratégias de biorrefino. Isso permitiria o
desenvolvimento ou a recuperacdo de compostos de alto valor agregado por meio de

biotransformagao ou técnicas de extracao.

3.2.2  Valorizagao do soro do leite

Atualmente, o soro do leite ¢ amplamente reconhecido como um subproduto valioso
com inumeras possiveis aplicagdes e diversas técnicas t€ém sido desenvolvidas para o seu
reaproveitamento (SOUMATI et al., 2023). Vérios estudos tém relacionado o tratamento de

efluentes lacteos a utilizagdo de subprodutos resultantes do processo de tratamento, dessa
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forma, esses residuos podem ser aproveitados como matéria-prima para outros produtos
industriais ou como uma fonte de energia (AHMAD et al., 2019, referéncia atual).

Bosco, Carletto e Marmo (2018) utilizaram soro do leite € um consorcio de bactérias
para produzir polihidroxialcanoato (PHA) por meio da fermentacao. O PHA consiste em um
bioplastico de alto valor. Para viabilizar a fermentacdo, foram empregados a precipitagdo
termocalcica e a ultrafiltragdo como pré-tratamento do efluente. Os autores ressaltam a
aplicacdo de varias operagdes unitdrias para otimizar o tratamento do soro do leite e a
recuperagao de outros produtos de valor.

O soro do leite pode ser aproveitado como subproduto por microrganismos, como a
levedura, na producao de enzimas de grande relevancia biotecnologica como a-galactosidases
(a-Gals). Essa enzima possui importantes aplicagdes na industria alimenticia, pois a sua
atividade enzimatica permite a hidrolise de ligagdes a-D-galactosidicas de agucares presentes
em sementes e células vegetais. Além disso, ¢ empregada na industria farmacéutica e ambiental.
Portanto, a busca por métodos simplificados de obten¢do da a-Gals podera resultar na reducao
de custos de producgdo, obtendo-se um substrato sustentavel e barato (ALVAREZ-CAO,
BECERRA e GONZALEZ-SISO, 2020).

Zolfaghari et al. (2022) buscaram um tratamento inovador para obter produtos
ecologicamente sustentavel partir do soro do leite, incluindo a quitosana fingica, biometano e
novos biopolimeros. Para isso, foi cultivado no soro do leite o fungo filamentoso Mucor indicus.
Na primeira etapa, a quitosana foi extraida do fungo e posteriormente misturada com amido de
trigo, para que as caracteristicas do filme resultante pudessem ser analisadas. Na segunda etapa,
o efluente proveniente do cultivo fiingico passou por um processo de digestdo anaerdbica, com
0 objetivo de produzir biometano. De maneira geral, o estudo concluiu que foi viavel
desenvolver um biopolimero com potencial para a produgdo de embalagens sustentaveis,
contribuindo para a reducao da poluicao plastica, além de fornecer uma fonte de combustivel

verde.

3.3 Processos de tratamento biologico do soro do leite

Durante muito tempo, era comum que as queijarias adotassem a pratica de lancar
efluentes brutos, sem qualquer tipo de tratamento, no solo, rios, lagos e mar. Contudo, essa
pratica de lancamento resulta na degradacdo ambiental e representa sérios riscos a saude
humana. Portanto, foram desenvolvidos varios métodos de tratamento para o soro do leite

(TATOULIS et al., 2015; AHMAD et al., 2019).
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Dentre esses métodos, o tratamento bioldgico vem se apresentando como uma
alternativa ao tratamento dos efluentes da industria de laticinio. Esse tratamento, em conjunto
com outras técnicas fisico-quimicas, como o uso de membranas, coagulacdo, floculagao etc.,
representa tecnologias eficazes para reduzir a elevada carga orgéanica e outros poluentes
presentes nos efluentes (ELIA et al.,, 2023).

O tratamento bioldgico de efluentes da industria de laticinios pode ser realizado por
meio de processos aerobicos e/ou anaerdbicos. De modo geral, os sistemas anaerobicos tendem
a ser mais vantajosos em termos de custo-beneficio, uma vez que requerem menor consumo de
energia. No entanto, os efluentes gerados por essa industria apresentam altas concentracdes de
poluentes, tais como nitrito, nitrato, ureia, nitrogénio e fosforo, que s6 podem ser removidos
eficientemente por meio de um sistema aerobico (ZHAO et al., 2020).

O trabalho conduzido por Paulenco et al. (2023) utilizou a microalga Nannochloris sp.
no tratamento de efluentes provenientes da producdo do queijo “Telemea”. Embora essa
microalga ndo tenha sido previamente relatada em estudos de tratamento de dguas residuais, os
resultados obtidos foram promissores. Neste estudo, o soro do leite foi caracterizado a uma
DQO de 68.300 + 3.730 mg.L"!, nitrogénio total de 280 + 11 mg.L"!, fosforo total de 1.228 +
46 mg.L! e Lactose 61 + 3,5 mg.L"!. O meio final preparado para a inoculagio foi padronizado
com concentragdes finais de lactose variando de 2,5 a 10 mg/L. Os parametros de cultivo foram
fixados em uma temperatura de 28 + 1 °C e agitacdo a 175 rpm. Os experimentos foram
conduzidos para comparar o efeito da iluminagdo continua com o ciclo dia-noite, consistindo
em 12 h de iluminacdo e 12 h de escuriddao. Em 7 d de cultivo, o meio cuja concentragdo inicial
de Lactose era 10 mg.L! (DQOinicial = 12342 + 94 mg. L}, NTinicia = 350 + 8 mg.L™!' e FTinicial
=325+ 7 mg.L'!) com a iluminagdo continua, apresentou uma reduc¢do de até 93% na DQO,
94% no nitrogénio total e 82% no fosforo total. Além da efici€éncia na remocao desses poluentes,
o cultivo da microalga resultou na producao de compostos de alto valor agregado, incluindo
acidos graxos insaturados, clorofilas e carotenoides.

Baroudi et al. (2014) conduziram um estudo no qual foram implementados trés
tratamentos simultaneos, consistindo na adi¢ao de Candida kefyr, uma cultura mista de Candida
kefyr e Aspergillus niger, € uma cultura mista de Candida kefyr e Saccharomyces cerevisiae no
soro de leite que passou por um pré-tratamento de coagulagdo-floculagdo. As culturas foram
incubadas a temperatura ambiente em um agitador a 110 rpm por um periodo de 5 d. Antes do
processo de coagulagdo e floculacao, o soro de leite foi diluido na proporgao de 1:4. O efluente
tratado apresentava concentragdes iniciais de 14.100 mg.L™! de DQO, 0,6 mg.L™! de Fosfato e

22,5 mg.L! de nitrogénio total. O tratamento mais eficaz foi alcancado ao empregar
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exclusivamente o fungo Candida kefyr, enriquecido com 1 g.L"! de sulfato de amdnio como
fonte de nitrogénio, resultando em uma reducao de 66% da DQO, 95% no Fosfato e 60%

nitrogénio total.

3.4 Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos desempenham um papel essencial na decomposi¢cao da matéria
organica na natureza. Sua estrutura filamentosa permite uma adesao eficiente aos substratos, o
que facilita a absorcao de nutrientes. Contudo, antes que os polimeros organicos, como a
hemicelulose e o amido, possam ser utilizados como fonte de energia e nutrientes, ¢ necessario
que sejam degradados. Dessa forma, os fungos liberam uma ampla gama de enzimas e
metabolitos, incluindo acidos organicos e compostos antimicrobianos. Os acidos organicos
desempenham um papel crucial na liberacao de nutrientes para o crescimento dos fungos, mas
também proporcionam a diminuigdo do pH do meio (WOSTEN, 2019).

Os fungos filamentosos sdo organismos que podem ser encontrados em diversos
ambientes naturais. O diametro de suas hifas varia de 2 a 10 pum. Por outro lado, o micélio
fngico pode formar uma rede interconectada de hifas que podem atingir comprimentos que
variam de mm a cm. Esses fungos demonstram uma capacidade de crescimento significativa
em meios de cultivo de baixo custo. A biomassa fungica pode ser facilmente produzida em larga
escala, com rendimentos consideravelmente elevados (DUSENGEMUNGU et al., 2020). Os
fungos filamentosos dos filos Ascomycota, Basidiomycota e Zygomycota sao frequentemente
encontrados em estudos que abordam a biorremediagdo ou a exploragdo comercial. Esses
fungos sdo principalmente conhecidos pela sua diversidade enzimatica e pela produgdo de
varios produtos de alto valor agregado (FERREIRA, VARJANI e TAHERZADEH, 2020).

Diversos estudos tém identificado mecanismos de biorremediacao empregando fungos
filamentosos. Entre eles, destaca-se a bioadsorcdo, a qual desempenha um papel crucial na
absorc¢ao de metais pesados, compostos farmacéuticos e na remogao de toxinas produzidas por
cianobactérias em ambientes aquaticos. Outro mecanismo relevante ¢ a produgdo de
biossurfactantes, como os lipopeptideos, que demonstram ser eficazes na biorremediacao de
petroleo bruto. Além disso, também ¢ o processo de biomineralizagdo de compostos toxicos.
No entanto, esses processos envolvem predominantemente mecanismos ndo enzimaticos.
Assim, uma estratégia adicional adotada na utilizacdo de fungos filamentosos inclui a

biotransformacao e a biodegradagado, que se valem da agdo de enzimas (GHOSH et al., 2023).
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Além disso, a capacidade dos fungos de produzir enzimas nao especificas lhes confere
a habilidade de degradar uma ampla variedade de substancias prejudiciais, mesmo quando

presentes em concentragdes muito baixas (DALECKA, JUHNA e RAJARAO, 2020).

3.4.1 Fungos filamentosos no tratamento de efluentes

Os fungos filamentosos sdo amplamente cultivados na industria devido a sua capacidade
de servir como fonte para a produgdo de subprodutos, como proteinas, enzimas e outras
substancias. Além disso, a utilizagdo desses fungos tem se destacado como uma alternativa
atrativa para o tratamento de dguas residuais. Isso se deve, principalmente, ao fato de que esses
microrganismos nao apenas tratam o efluente, mas também geram produtos de alto valor que
podem ser reaproveitados (SANKARAN et al., 2010).

Nos ultimos anos, os fungos tém sido utilizados no tratamento de aguas residuais
provenientes da industria téxtil. Os efluentes dessa industria possuem uma grande quantidade
de corantes com estruturas aromaticas complexas que sao resistentes a degradacao. Isso resulta
no acumulo dessas substancias no meio ambiente, frequentemente mutagénicas e
carcinogénicas. As abordagens convencionais para o tratamento desses efluentes envolvem
técnicas fisico-quimicas dispendiosas e contribuem para a geracdo de uma quantidade
consideravel de Lodo toxico. Neste contexto, os fungos tornaram-se uma alternativa viavel ao
tratamento convencional, pois sdao de facil cultivo e tem a capacidade de produzir uma
diversidade de enzimas uteis para degradar os corantes. A remog¢ao desses corantes tem se
mostrado eficaz com o uso de fungos filamentosos como o Phanerochaete chrysosporium € o
Trametes versicolor (MUNCK et al., 2018).

Souza, Zamani e Taherzadeh (2019) propuseram uma abordagem alternativa para tratar
as aguas residuais provenientes do processamento de trigo destinado a producdo de amido,
utilizando os fungos filamentosos Aspergillus oryzae e Rhizopus oryzae. O objetivo era obter
uma biomassa rica em proteinas a partir dos efluentes ED1 (DQOinicial = 27,3 = 1,2 g.L'1), ED2
(DQOhnicial = 36,7 + 4,7 g.L') e SS (DQOinicial = 58,7 £ 2,1 g.L'"). Os fungos foram cultivados
em frascos Erlenmeyer de 250 mL, agitados e cobertos com rolha de algoddo, contendo 50 mL
do meio de cultura (efluente sem diluicdo ou suplementagdo nutricional). Os resultados
demonstraram que o A. oryzae apresentou um desempenho superior, alcangando taxas de
remogao de DQO de 84,88 + 1,25% e 84,33 £+ 3,6% para ED1 e ED2, respectivamente, ao longo
de um periodo de 72 horas.

Os micropoluentes organicos (MPOs) tornaram-se uma preocupagao crescente devido a

sua presenca em aguas superficiais e subterraneas, e aos impactos potenciais na satide e no meio
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ambiente. Diversas substancias se enquadram na categoria de MPOs, como produtos
farmacéuticos ativos, substancias quimicas desreguladoras enddcrinas e produtos de cuidado
pessoal. No entanto, os fungos filamentosos podem utilizar esses MPOs, encontrados em aguas
residuais, como substrato, resultando na remoc¢ao ou conversao desses poluentes em compostos
ndo toxicos. Além dos beneficios ambientais, o emprego de fungos filamentosos pode gerar
vantagens econdmicas, especialmente quando comparado a outras técnicas avangadas de
tratamento, tais como sor¢ao ou uso de produtos quimicos (BULKAN, FERREIRA e
TAHERZADEH, 2020).

Com base no estudo de Dalecka, Juhna e Rajarao (2020), destaca-se o potencial de
remog¢ao de substancias farmacéuticas, como cetoprofeno e diclofenaco, de amostras de dguas
residuais municipais ndo estéreis por meio do uso de cepas fungicas. Os fungos foram
cultivados em frascos de 100 mL contendo 25 mL de meio de dgua residuaria sintética, com
ambas as substincias farmacéuticas em concentragio de 5 mg.L'. Por fim, os frascos foram
agitados a 150 rpm a 25 °C ao longo de um periodo de incubagdo de 14 d. Os resultados
indicaram que o 7! versicolor eliminou praticamente a totalidade (> 99,9%) do diclofenaco em
um periodo de 3 horas de incubagdo. Além disso, constatou-se que a remocao desse farmaco
ocorreu por meio de atividade enzimética e biossorcao.

No entanto, ¢ valido destacar que diversos microrganismos apresentam potencial
significativo no tratamento de efluentes, como ¢ o caso das microalgas. Isso ocorre
principalmente devido a sua eficdcia econdmica e capacidade eficiente na recuperagao de
nutrientes. Esses nutrientes recuperados podem ser posteriormente aplicados em diversas

atividades comerciais (ALI et al., 2021).

3.5 Microalgas

As microalgas sdo organismos unicelulares, autotréficos ou heterotroficos e de facil
reproducgao. Esses organismos podem ser cultivados em ambientes abertos ou reatores fechados.
O regime alimentar ¢ baseado em compostos quimicos, com uma dieta que contempla
carbonatos, fosfatos, nitratos e gases como CO, (LEHMUSKERO, CHAUTON e BOSTROM,
2018). As microalgas sdo responsaveis pela maior parte da producdo de oxigénio na Terra,
podem ser encontradas em uma ampla variedade de habitats, incluindo o mar, dguas salobras e
aguas doces. Além disso, possuem uma notavel capacidade de adaptacdo, sendo capazes de
sobreviver em diferentes condi¢des de pH e temperatura (ALIYU, LEE e HARVEY, 2021;
LEHMUSKERO, CHAUTON e BOSTROM, 2018). A simplicidade na estrutura desses

organismos permite seu rapido crescimento despertando o interesse por aplicacdes
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biotecnoldgicas. Suas exigéncias nutricionais ndo sdo elevadas e o crescimento ¢ rapido na
presenga de luz (GHIMIRE et al., 2017).

As microalgas sao caracterizadas por possuirem uma quantidade significativa de lipidios
em sua composi¢ao. Além disso, sua biomassa ¢ composta por uma grande quantidade de
carboidratos, proteinas e outros nutrientes de alto valor. No entanto, ¢ importante ressaltar que
a composi¢ao real das microalgas pode variar consideravelmente de acordo com diversos
fatores, incluindo a espécie e as condigdes especificas de crescimento as quais estdo expostas
(YADAV et al., 2021). A Figura 3 mostra a composi¢ao tipica das microalgas.

Do ponto de vista filogenético, as microalgas podem ser procaridticas (cianobactérias)
ou eucaridticas. Quando considerada as caracteristicas taxondmicas desses organismos, elas sao
categorizadas de acordo com sua pigmentagao, ciclo de vida e estrutura celular. As principais
classes de microalgas sdo: Bacillariophyceae (diatomdaceas), Chlorophyceae (algas verdes),
Chrysophyceae (algas douradas) e Cyanophyceae (cianobactérias) (DINIZ et al., 2017).

Em geral, as microalgas acumulam carboidratos na forma de um polissacarideo
semelhante a amilopectina. Os carboidratos presentes nas paredes celulares das microalgas
desempenham um papel estrutural. Por outro lado, os carboidratos intracelulares funcionam
como moléculas de armazenamento, reservando energia que pode ser utilizada posteriormente
nos processos metabdlicos ou em situagdes de estresse para a microalga (SHAHID et al.,, 2020).
Diversos fatores podem influenciar o acimulo de lipidios, especialmente triglicerideos, nas
microalgas. Por exemplo, a escassez de nitrogénio e fosforo, a presenca de altos niveis de
salinidade, concentragdo elevada de carbono no meio de cultivo, entre outros (HE et al., 2015).

O nitrogénio desempenha um papel fundamental no crescimento das microalgas, sendo
essencial para a formacgao de proteinas, aminoacidos, cloroplastos, enzimas, coenzimas e outros
componentes bioldgicos. As microalgas tém a capacidade de metabolizar diversas fontes de
nitrogénio, tais como nitrato, nitrito, amonia e ureia. A utilizacao dessas diferentes fontes de

nitrogénio pode afetar a composicdo bioquimica das microalgas (CHEN et al., 2013).
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Figura 3 — Composi¢do comumente encontrada em microalgas
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Fonte: Adaptado de ALIYU, LEE e HARVEY (2021).

As microalgas possuem uma série de compostos que podem ser usados em varios setores
da industria, como por exemplo, os polissacarideos que podem ser usados no setor de
cosmético, farmacéutico e para a nutricdo humana e animal. J& os compostos bioativos,
antifingicos e antivirais, sdo usados na elaboracdo de antibidticos, vacinas e compostos
quimicos utilizados pela agricultura (MATOS, 2017).

O interesse por microalgas tem crescido de forma significativa ao longo das ultimas
décadas, especialmente devido a alta demanda por biomassas, bioprocessos sustentaveis
(GARRIDO-CARDENAS et al., 2018), tratamento de aguas residuais, produgao de pigmentos
de alto valor comercial e producdo de biocombustivel (GALARZA et al., 2018).

O nitrogénio e o fosforo sdo nutrientes essenciais para o crescimento das microalgas,
dessa forma, considerando a possivel competi¢do com os fertilizantes agricolas comerciais, o

que pode gerar problemas para a agricultura devido a alta demanda por esses nutrientes, uma
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abordagem econdmica e sustentavel ¢ utilizar 4guas residuais como fonte de nutrientes para o

cultivo de microalgas (AIDA et al., 2016).

3.5.1 Tetradesmus obliquus

A microalga Tetradesmus obliquus, anteriormente conhecida como Scenedesmus
obligquus, pertencente ao grupo das microalgas verdes, tem sido amplamente investigada devido
ao seu crescimento rapido e a sua capacidade de acumular significativas macromoléculas de
interesse (KONG et al., 2021; BENTAHAR ¢ DESCHENES, 2022). A T obliguus possui uma
parede celular composta principalmente por aminodcidos e agucares neutros, tais como glicose,
manose e ramnose. Em cada célula dessa espécie, um unico cloroplasto preenche toda a
superficie interna da célula. Essa espécie se reproduz assexuadamente, liberando autésporos
que sdo resultantes da ruptura da parede celular (OLIVEIRA et al., 2021).

Essa espécie tem sido objeto de investigacdo devido ao seu uso proeminente na
producao de biodiesel, em virtude de seu elevado teor de lipidios, e na geragdo de bioprodutos
de alto valor, como os carotenoides. Devido a sua capacidade de adaptacdo a condicdes de
estresse, a utilizagdo dessa espécie tem sido amplamente avaliada em estudos voltados para
biorremediagdo e tratamento de efluentes (LI et al., 2023b; BENTAHAR e DESCHENES,
2022).

Diversos estudos evidenciam o potencial da 7. obliquus em se desenvolver em aguas
residuais com elevada concentracdo de nitrogénio e fosforo. Essa capacidade torna-se atrativa,
uma vez que oferece uma abordagem para a conversao de poluentes em biomassa.

T obliguus demonstrou ter a capacidade de atingir uma produtividade de biomassa de
at¢ 2 g/L em condi¢des fotoautotroficas, enquanto em condigdes heterotroficas essa
produtividade pode ser chegar até 6 g/ (CHRONOPOULOU et al., 2019). E em condigdes de
privagdo de nitrogénio, seu conteudo lipidico pode ser elevado em até 47,7% (WU e MIAO,
2014).

A T obliqguus demonstra possuir uma capacidade de absorcdo de CO> superior aquelas
observadas em outras microalgas, tais como Chlorella vulgaris, Chlamydomonas reinhardtii e
Phaeodactylum tricornutum. Essa caracteristica indica uma contribui¢do significante para
fixacdo de CO; e, por conseguinte, para a reducao do efeito estufa (LI et al., 2023b).

Segundo Rugnini et al. (2019), T. obliqguus foi identificada como uma espécie
promissora para o tratamento bioldgico de aguas residuais, removendo efetivamente o fosforo

(até 97%) e adsorvendo quantidades significativas de Cobre e Niquel (mais de 50%). Os autores



34

enfatizam o papel crucial do projeto do reator, bem como a importancia da manutengdo dos
niveis de luz e nutrientes, para alcangar o crescimento ideal e a maxima remocao de fosforo.
Por outro lado, estudos como o de Salazar et al. (2023) corroboram o potencial de
remogao de poluentes como nitrogénio e fosforo pela 7. obliqguus de efluentes. Neste estudo, o
cultivo de 7. obliquus em um fotobiorreator equipado com LEDs e instalado dentro de uma
estufa demonstrou ser uma estratégia eficiente para a biorremediagao do efluente hidroponico.
As microalgas proliferaram no efluente nao tratado, alcangando uma notével remogao de 100%

de nitrogénio e fosforo.

3.5.2 Cultivo de microalgas em sistemas aberto e fechado

O cultivo de microalgas para aplicagdes biotecnologicas tem se mostrado promissor,
especialmente devido aos componentes presentes nesses organismos. Conforme afirmado por
Lehmuskero, Chauton e Bostrom (2018), as microalgas podem se reproduzir em meio
autotroéfico ou heterotrofico, sendo classificados como sistemas aberto ou fechado. As
microalgas possuem a capacidade de modificar sua atividade metabodlica em funcao das
condi¢des do meio que estdo inseridas (SALAMA et al., 2017).

Os exemplos mais comuns de sistemas abertos sdo as lagoas tipo pista e tanque. Ja os
fotobiorreatores horizontais ou verticais sdo classificados como sistemas fechados. Estes
ultimos tém apresentado maior eficiéncia quando considerado o fator risco de contaminagao,
pois, esse sistema protege o cultivo do contato com o meio ambiente (LEHMUSKERO,
CHAUTON e BOSTROM, 2018).

Tem-se ainda os cultivos fotoautotroficos, que usa o carbono de origem organica e luz
como fonte de energia. Essa forma de cultivo ¢ a mais difundida, uma vez que, todas as
microalgas sdo fotossintetizantes. Entretanto, tem-se como principal problema desse tipo de
cultivo, a baixa disponibilidade de luz nos tanques profundos em que as culturas sao
desenvolvidas, na qual as células sao moduladas ndo somente pela irradiancia disponivel, mas
também pela quantidade de células, turbuléncia e profundidade da coluna d’agua. Mesmo
havendo a preferéncia para a fotoautotrofia, algumas cepas de microalgas tém a capacidade de
se desenvolver em ambiente heterotrofico, ou seja, sem a presenga de energia luminosa, nao
realizando a fotossintese, sendo assim, a fonte de energia para o crescimento desses organismos
¢ oriunda de fontes de carbono de origem organica (LEHMUSKERO, CHAUTON e
BOSTROM, 2018).

Contrastando com o metabolismo fotoautotroéfico, no metabolismo heterotrofico ha

uma continua producdo de oxigénio (acima da demanda). Entende-se que, o consumo exclusivo
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de oxigénio no modo nutricional heterotréfico relaciona-se como processo de respiragdo celular
que ¢ regulado pela demanda de energia na forma de adenosina trifosfato e adenina
dinucleotideo fosfato (MOHAN et al., 2015).

Outra forma de cultivo ¢ o mixotréfico utilizando o glicerol como fonte de carbono,
favorecendo o crescimento e aumento na quantidade de compostos presentes na biomassa de
algumas espécies de algas, como por exemplo a Chlorella vulgaris, Hematococcus sp. €
Scenedesmus sp. (NZAYISENGA, ERIKSSON e SELLSTEDT, 2018).

Neste cenario, o uso do glicerol como fonte de carbono externa ¢ uma alternativa para
elevar a produ¢do de compostos nas microalgas, além de ser uma aplicagdo para o excedente
deste coproduto criado na reagdo de transesterificagdo na producao de biodiesel (MONTEIRO
etal., 2018).

Ja a forma nutricional fotoheterotréfico necessita de luz como fonte energética, assim
como as microalgas fotoautotréficas, além de compostos organicos como fonte de carbono. O
que o diferencia do mixotrofico ¢ a incapacidade da primeira de crescimento simultineo
utilizando as duas fontes de energia. A possibilidade do uso de carbono orgéanico como fonte
energética torna o metabolismo mixotrofico uma opgao promissora para o desenvolvimento da
producdo de microalgas (WANG, YANG e WANG, 2014).

De acordo com Anitha, Kamarudin e Kofli (2016) o uso de glicerol, tanto na produgao
mixotrofica quanto na producao heterotrofica de biomassa de microalgas oleaginosas, apresenta
grande potencial para aplicagdo na produgdao de biodiesel, proporcionando uma integragao
dessa cadeia produtiva, pois, esse composto ¢ um coproduto essencial para a producao de
biodiesel.

Os cultivos em sistema semicontinuo sao usados nos casos em que as microalgas tém
acesso ¢ privacao da luz como fonte de energia. Nesse caso, ao final do cultivo, a fonte de
iluminacao fornece maiores quantias de densidade, permitindo que haja maior valor agregado
a producdo desses organismos (FURLAN et al. 2021a). Também sdo produzidos meios
sintéticos para alimenta¢do do cultivo de microalgas, através do uso de compostos quimicos
derivados de sais organicos e inorganicos (FURLAN et al. 2021b).

Segundo Maia et al. (2023), em decorréncia da sua adaptabilidade, as espécies de
microalgas Chlorella, Chlamydomonas e Scenedesmusi podem crescer sob condigdes
autotroficas, heterotroficas e mixotroficas. Na condigdo heterotrofica o crescimento da célula
ocorre sem a necessidade de fonte de luz, consequentemente, o substrato organico ¢ utilizado
como fonte de energia e de carbono organico pela microalga (LIYANAARACHCHI et al.,

2021). Por outro lado, quando cultivadas em condig¢des de autotrofia, as microalgas convertem
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carbono inorganico (CO2) em matéria organica, isso ocorre através da fotossintese, onde a luz
do sol ¢ utilizada como fonte de energia (MAIA etal., 2023). De acordo com Abreu et al. (2022),
as c¢lulas cultivadas em condigdes heterotroficas podem apresentar taxa de crescimento e
producdo de biomassa superiores quando comparada com as autotroficas. Contudo, as
microalgas sdo organismos predominantemente autotréficos (LI et al., 2020). Portanto, nem
todas as espécies com valor biotecnologico podem crescer em condigdes exclusivamente
heterotrofica. Uma alternativa € o cultivo mixotrofico, onde as microalgas assimilam fontes de
carbono organico justamente com o CO, (CASTILLO et al., 2021). No cultivo mixotréfico, as
microalgas podem utilizar os metabolismos fotoautotréfico e heterotrofico simultaneamente
(LTYANAARACHCHI et al., 2021). Isso pode explicar o aumento das taxas de crescimento
celular e produgao de biomassa, que podem superam as observadas em culturas autotroficas ou

heterotroficas (ABREU et al. 2022).

3.5.3 Tipos de reatores para o cultivo de microalgas

Como ja citado, o cultivo de microalgas pode ser realizado através dos sistemas abertos
(tanques ou lagoas) ou em sistema fechado, como fotobiorreatores. O uso de fotobiorreatores
apresenta algumas vantagens no cultivo de microalgas, tais como maiores controles das
condi¢des, uma vez que, o sistema fechado impede o contato com o ambiente externo,
minimizando os riscos de contaminagdo por organismos diferentes daqueles que estdo sendo
cultivados, além da reducao da perda excessiva por evaporacao que ¢ agravado em dias quentes
e secos nos cultivos abertos (XIAOGANG et al., 2020; MARTINS et al., 2018). Ja os sistemas
abertos sdo mais vidveis do que os sistemas fechados, uma vez que apresentam uma maior
eficiéncia na producio de biomassa. Além disso, sdo significativamente mais baratos (ACIEN
et al.,, 2017). No entanto, em reatores abertos, ¢ comum enfrentar diversos problemas
relacionado a contaminagdo do ambiente circundante. Isso inclui a contaminagao por outras
espécies de algas, bactérias ou predadores, que podem, inclusive, suplantar as espécies de
microalgas cultivadas (BANI et al., 2021). Neste sentido, embora menos econdmico, 0 emprego
de um sistema fechado propicia a viabilidade do cultivo de uma diversidade ampliada de
espécies de microalgas (NWOBA et al., 2020).

Independente do reator utilizado é essencial atender determinados requisitos para
manter o cultivo fototréfico de microalgas. Estes incluem o fornecimento adequado de luz e
nutrientes, tais como CO», nitrogénio e fosforo. Além disso, € necessario manter as condigdes
adequadas de cultivo, principalmente, pH e temperatura (ACIEN et al., 2017). Também, é

importante garantir uma agitacdo adequada, pois garante uma melhor transferéncia de massa,
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previne a aglomeracdo de células e a sedimentagdo, evita a formagdo de gradientes de
temperatura e concentragcdo de nutrientes, além de aumentar a exposicao das células localizadas
na parte inferior do reator a luz (ACIEN et al., 2017; COSTA et al., 2019).

Ademais, a sele¢do adequada das cepas de microalgas ¢ um aspecto muito importante,
especialmente quando consideramos sistemas abertos. Existem duas abordagens principais que
contribuem para um processo operacional bem-sucedido. A primeira estratégia consiste no uso
de um consoércio de diferentes microalgas, as quais ndo competem pelo mesmo nutriente e
possuem faixas ideais de temperatura e luz semelhantes. A segunda opg¢ao ¢ selecionar uma
unica microalga que esteja bem adaptada ao local e as caracteristicas do meio de cultivo (BANI
et al., 2021).

Os tanques abertos sdo os sistemas mais populares e econdmicos para o cultivo
comercial de microalgas (COSTA et al., 2019). Os sistemas open raceway ponds (ORPs) e
closed tubular photobioreactors (PBRs), atualmente, sdo as configuragdes amplamente
reconhecidas como as mais vidveis para o cultivo de microalgas em larga escala (PEREZ-
LOPEZ et al., 2017)

Ao longo das tltimas décadas, esse modelo tem sido empregado para o tratamento de
efluentes e a captura de CO> da atmosfera. Porém, devido a sua viabilidade economica em
termos de instalagdo da planta e manutengao, ele se tornou um modelo piloto para producao de
microalgas em larga escala. No entanto, seu uso ¢ limitado para algumas espécies de algas que
sao adaptadas as condi¢des extremas de alcalinidade, alta concentracdo de nutrientes e
salinidade (COSTA et al., 2019; HOSSAIN e MAHLIA, 2019).

Na escala laboratorial, ¢ possivel encontrar uma variedade de sistemas de
fotobiorreatores disponiveis, como fotobiorreatores microfluidicos, agitados, de coluna de
bolhas, de placa plana, de tanque agitado, tubulares, entre outros. Esses diversos tipos de
fotobiorreatores sao constituidos por trés fases: a fase liquida, responsavel pela entrega dos
nutrientes; a fase s6lida, composta pelas células das microalgas; e a fase gasosa, necessaria para
a fixacdo de fixagcdo de CO: e remocgao de O». A transi¢do desses reatores da escala laboratorial
para a comercial tem se revelado um desafio. E comum observar que a maioria dos cultivos
fototroficos em larga escala apresenta rendimentos inferiores aos esperados em escala de
laboratério (BENNER et al., 2022).

Segundo Pechsiri et al. (2023), hd uma ampla variedade de biorreatores disponiveis,
cada um com suas proprias vantagens e desvantagens, muitas vezes projetados e otimizados

para atender a propdsitos especificos. Essa diversidade resulta em variagdes na requisi¢ao de
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materiais e energia, o que afeta a eficiéncia de absor¢do de carbono e nutrientes, bem como os
diferentes impactos ambientais associado a cada sistema.

De acordo com Oliveira et al. (2021), a microalga 7. obliquus demonstra crescimento
rapido e alta resisténcia a condi¢des adversas de cultivo. Os autores enfatizam o potencial de
cultivo dessa espécie em aguas residuais ricas em nitrogénio e fésforo. Além disso, destacam
que os fotobiorreatores sdo amplamente utilizados no cultivo de microalgas, sendo o método

mais econdmico para producao em larga escala.

3.5.4 Microalgas no tratamento de efluentes

O tratamento bioldgico € a tecnologia indicada para a remog¢ao de compostos organicos
em aguas residuais, devido sua boa eficiéncia e baixos custos de operagio (GRANDCLEMENT
et al.,, 2017). Sabe-se que o tratamento de dguas residuais ¢ fundamental e, o uso de novas
tecnologicas tem favorecido esse processo, como por exemplo, o uso de biomassa de microalgas
para tratamento de efluentes (KUBE, FAN e RODDICK, 2021). As microalgas sdo uma opg¢ao
de tratamento biologico promissora devido a sua capacidade de remover nutrientes e converté-
los em biomassa. Além disso, certas espécies de microalgas também sdo capazes de extrair
metais pesados, compostos de nitrogénio e outras substancias quimicas como fosfatos dos
efluentes (UDAIYAPPAN et al., 2017; MUJTABA e LEE, 2017). Estudos apontam o potencial
de microalgas verdes para remover o excesso desses contaminantes, devido a sua alta
capacidade de absorcdao de nutrientes, bem como a alta producdo de biomassa (RAMOS e
PIZARRO, 2018; HESNI et al., 2020).

As aguas residudrias sdao compostas por intimeras substiancias organicas, como
gorduras, proteinas, acidos volateis, carboidratos e aminoacidos, € compostos inorganicos, tais
como amodnio, bicarbonato, fosfatos, sodio, entre outros (LI et al., 2019; AHMED et al., 2022).
Do ponto de vista ecologico, as microalgas tém a capacidade de biorremediar efluentes,
oriundos, especialmente, de atividades domésticas, industriais, agricultura e aquicultura. Tais
contaminantes, em contato com os corpos hidricos, podem provocar uma série de danos
ambientais, entre eles, a eutrofiza¢ao (DINIZ et al., 2017).

Estudos tém demonstrado que as microalgas sdo eficazes no tratamento de aguas
residuais. O estudo realizado por Diniz et al. (2017), na qual foram usadas cinco espécies de
microalgas (Scenedesmus spl, Scenedesmus sp2, Desmodesmus sp, Chlorella spl e Chlorella
sp2) em efluentes municipais, onde foi observado que, em um periodo de quatro dias de cultivo,
esses microrganismos demonstraram a capacidade de reduzir os niveis de nitrogénio amoniacal

e fosfato (em mais de 65 e 95%, respectivamente). As concentragdes iniciais desses compostos
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foram de 16,4 £ 6,9 e 4,1 £+ 1,6 mg.L"! para o efluente autoclavado, respectivamente, e 39,4 +
9,9 e 12,3 +2,8 mg.L! para o efluente ndo autoclavado, respectivamente.

O estudo realizado por Shen et al. (2017) empregou a microalga Chlorella vulgaris
para tratar efluentes provenientes de suinocultura. Nesse estudo, foi utilizado um reator de
biofilme em substrato poroso, que consiste em placas circulares verticalmente alinhadas. O
fundo dessas placas foi parcialmente submerso pelo meio de nutrientes. Os experimentos foram
conduzidos em uma estufa sob luz solar, com uma irradiagao solar média de 15,5 MJ.m=.d".
A temperatura ambiente variou de 26 a 42 °C, e foi introduzido um fluxo de ar continuo
enriquecido com 5% de CO: (v/v) a 10 mL.min™'. O efluente passou por um processo de
filtracdo para a remocdo dos solidos mais grosseiros. Apds esse processo, a concentragdo de
amonia, nitrogénio total e fosforo total foi de 88,4 + 6,4, 111,2 £ 1,9 ¢ 10,2 £ 0,4 mg.L",
respectivamente. A Chlorella vulgaris demonstrou-se eficiente na remocao dos poluentes, onde
foi observada uma remocao de 99,95% de amonia, 96,05% do nitrogénio total e 99,83% do
fosforo total, em um periodo de retencao de 5d.

Por sua vez, Fontoura et al. (2017) avaliaram a capacidade de remogdo de
contaminantes pela microalga 7. obliquus, a qual foi cultivada em efluentes de curtume com
concentragdo variando entre 20 e 100%. A concentracdo inicial do efluente bruto foi de 4000
mg.L! para DQO, 1400 mg.L"! para DBO, 343 mg.L"! de nitrogénio amoniacal ¢ 6,6 mg.L™!
para fosforo. A intensidade de luz variou entre 80 e 200 pmol.m™2.s' em ciclo dia-noite,
consistindo em 12 h de iluminagao e 12 h de escuridao. As microalgas foram cultivadas por 24
d em temperatura ambiente (25 °C) com aerac¢ao continua de ar comprimido a uma vazao de 1
L.min"! no fundo do frasco para promover a agitagio. Observou-se que, para a concentragio do
efluente de 88,4% e uma intensidade de luz de 182 umol.m?.s™!, foram obtidas as melhores
eficiéncias de remoc¢do de poluentes, onde foi removido 85,63% de nitrogénio amoniacal,
96,78% de fosforo e 80,33% de DQO.

Por outro lado, Escapa et al. (2017) realizaram estudos com as microalgas, C. vulgaris
e T obliquus na remocao de dois farmacos da 4gua: paracetamol e 4cido salicilico. Os resultados
da pesquisa mostraram que tanto a 7" obliquus quanto a C. vulgaris removeram cerca de 40% e
21% de paracetamol, respectivamente, € 93% e 25% de acido salicilico, respectivamente. Neste
experimento, utilizaram-se fotobiorreatores operados em lote até o término da fase de
crescimento da microalga, momento em que a concentra¢do da microalga se estabilizou por
dois dias consecutivos. Posteriormente, os fotobiorreatores foram operados em modo semi-
continuo até que os parametros de crescimento atingissem um estado estacionario. Cada

microalga foi submetida a dois tratamentos: no primeiro, as culturas foram inoculadas em meio
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contendo uma concentragio de 25 g.L"! de paracetamol, enquanto no segundo experimento, as
culturas foram inoculadas em um meio contendo 25 g.L"! de 4cido salicilico.

Kastanek et al. (2018) mostraram em seu estudo que as microalgas também tém a
capacidade de bioacumulagdo de metais pesados. Os autores chegaram a essa conclusdao ao
testarem trés espécies de algas (C. vulgaris, T. obliquus e Desmodesmus quadricauda) em
efluentes contendo litio e rubidio. Os resultados mostraram que a C. vulgaris teve a capacidade
de acumular 54% de rubidio presente no meio de cultivo, apds quatro dias de cultivo.

Altas concentragdes de CO,, entretanto, pode reduzir o pH do meio e,
consequentemente, a atividades desses organismos, assim, o equilibrio entre o fornecimento e
a demanda de CO; ¢ fundamental para o crescimento das microalgas (ZHENG et al., 2018).

Segundo Fernandez et al. (2019), as microalgas tém sido reconhecidas como uma
matéria-prima promissora para uma ampla gama de aplicagdes. Contudo, o custo de produgao
tem sido um grande obstaculo para sua producdo em larga escala, fazendo-se necessario o
desenvolvimento de novas tecnologias para um cultivo mais eficiente. Neste contexto, os
autores sugerem a integracao da producdo de microalgas com o tratamento de efluentes, o que
representa uma opcao vidvel para aumentar significativamente a producdo de biomassa de
microalga e a reducdo dos custos associados a esse processo.

Para alcangar uma economia circular, faz-se necessario utilizar residuos como matéria-
prima para novas industrias sustentaveis. A indistria de dguas residuais ¢ um setor promissor
para a implementagao desse conceito, devido ao seu elevado potencial para a recuperacao de
nutrientes e reutilizagdo da dgua (SALAZAR et al., 2023). Diante disso, os sistemas baseados
em microalgas surgiram como opg¢des promissoras para substituir os métodos convencionais de
remogao de nitrogénio e fosforo das dguas residuais (LAVRINOVICS et al., 2021; QUAN et
al., 2019).

Os niveis e os tipos de nitrogénio e fosforo tém um impacto significativo no crescimento
das microalgas e na produtividade da biomassa. Portanto, quando h4 uma alteragdo nas
quantidades de N e P no meio de cultura, isso causa estresse nas células das microalgas, levando
a uma modificagdo em sua composicao bioquimica. O nitrogénio ¢ elemento essencial para a
construgdo da estrutura celular e a producao de moléculas como enzimas e hormodnios. Por outro
lado, o fosforo desempenha um papel importante na estrutura das membranas, RNA, DNA e

ATP (AKGUL e AKGUL, 2022).

O fosforo usado na nutricdo das microalgas ¢ oriundo de fosfatos ou superfosfatos,

como os de potassio e de sodio. Em efluentes, o fosforo, geralmente, esta presente na forma de
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ortofosfato, pirofosfato, metafosfato e formas organicas. As microalgas tém a capacidade de
acumular foésforo em suas células, usando-os quando sua concentragdo no meio externo acaba.
Essa caracteristica ¢ considerada favordvel e vantajosa na remog¢ao de fosforo de efluentes
(SILVA et al., 2019D).

A utilizagdo de fosfato no meio de cultivo também ¢ importante, visto que a escassez
deste nutriente pode afetar o seu crescimento da microalga, reduzindo a sintese e regeneragao
de substratos no clico de Calvin-Benson e, consequentemente, reduzindo a capacidade de
absor¢ao de luz e fixacdo de gés carbonico. A auséncia de fosforo reduz a quantidade de
proteinas e clorofila e aumenta a quantidade de carboidratos na célula. Além disso, fosfato ¢
importante para constituicdo de DNA, RNA e proteinas da célula (BAIEE e SALMAN, 2016).

O nitrogénio inorganico ¢ encontrado nas formas de nitrato (NOj3°), nitrito (NO2) e
amoénio (NH4"). Ha espécies de microalgas que apresentam taxa de crescimento acelerada,
necessitando de amonia como fonte primaria de nitrogénio, entretanto, a nutricdo com nitrato
intermitente favorece o crescimento das microalgas (SILVA et al., 2019b).

O nitrogénio assimilado pelas microalgas na forma de nitrato e amonia ¢ destinado para
a sintese de compostos celulares, producdo de proteinas e outros compostos que contém
nitrogénio. No entanto, a assimila¢do destes dependera de outros fatores, tais como temperatura,

carga organica, tempo de retencdo hidraulica e radiagdo solar (BAIEE e SALMAN, 2016).

3.5.5 Processo semicontinuo no tratamento de efluentes por microalgas

No tratamento de dguas residuais, as microalgas podem ser cultivadas em processo
descontinuo (batelada) ou de forma continua/semicontinua. A maioria dos estudos laboratoriais
opta por utilizar processos descontinuos em seus experimentos. No entanto, diversos estudos
demonstram que os sistemas de cultivo continuo/semicontinuo apresentam um desempenho
superior em compara¢cdo com o cultivo em batelada (AL-JABRI et al., 2020). O sistema
semicontinuo oferece beneficios significativos, incluindo uma elevada produtividade de
biomassa, sem necessidade de adi¢do de indculo e uma operagao simplificada (LUTZU et al.,
2020).

Os processos em batelada sao comumente usados na obtengdo de uma série de
produtos. Esse processo inicia-se com a adi¢ao de nutrientes e inocula¢do dos microrganismos,
nenhum outro componente ¢ adicionado apds a inoculacdo, exceto agentes que regulam os
parametros operacionais, como acidos e bases para o pH, € o oxigénio para microrganismos
aerébios. Quando esse processo ¢ finalizado, todo o conteudo do reator ¢ removido e, antes de

ser reutilizado, o reator ¢ esterilizado. Em relacdo ao seu uso no cultivo de microalgas, ¢
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importante ressaltar que ha um baixo crescimento da biomassa, visto que a concentracao de
nutrientes decai com o tempo (PALADINO e NEVIANI, 2020).

Uma alternativa ¢ o uso do processo semicontinuo. Ele ¢ semelhante ao processo em
batelada, mas ao final do processo, parte do volume do reator ¢ removido, e uma parte dos
microrganismos e do meio de cultura usados no ciclo anterior ¢ mantido, sendo adicionado mais
nutrientes/contaminantes ao reator, com volume igual ao removido anteriormente. O processo
semicontinuo, em comparagao ao processo em batelada, produz uma concentragdo de biomassa

até trés vezes superior (KHOO, LAM e LEE, 2016).

3.5.6 Processo de aeragdo no tratamento de efluentes por microalgas

Os sistemas aerobios comumente utilizados para tratamento de esgoto sanitario sao as
lagoas aeradas, os filtros biologicos e os lodos ativados. As lagoas aeradas sao uma das
configura¢des das lagoas de estabilizagdo, que demanda o emprego de aeracdo artificial,
condicdo que eleva os custos de operacdo do tratamento de efluentes (GODINI et al., 2020).
Esses sistemas sdo conhecidos por passarem pelo processo de decomposicao aerdbia, que
envolve a fermentacdo e a respiragao, bem como a biossintese e a respiragao endogena. Sua
caracteristica central reside na capacidade de converter compostos organicos em biomassa e
CO2 (MIAO et al., 2018).

No fotobiorreator, o processo de mistura ¢ realizado através da introdugdo de ar
comprimido no sistema de cultivo. Essa aeracdo promove a migracao das microalgas das areas
mais escuras para as regioes mais claras, permitindo que elas obtenham mais luz durante o
tratamento e reduzindo o efeito da estratificacdo térmica. Além disso, a aeragdo desempenha
um papel fundamental no aumento da eficiéncia do cultivo das microalgas no tratamento. Ela
previne a sedimentacdo das microalgas e dos nutrientes, garantindo que eles permanegam em
suspensao € em constante contato. Isso resulta em uma maior remocao de nutrientes do meio,
contribuindo para um processo de tratamento mais eficaz (ACIEN, GOMEZ-SERRANO e
FERNANDEZ-SEVILLA, 2018). Por outro lado, é importante ressaltar que uma taxa de
aeracao excessivamente alta pode resultar na redugao da eficiéncia do bioprocesso. Isso ocorre
devido a diminuicao do tempo de retengao das bolhas dentro do meio de cultivo, o que acaba

limitando a disponibilidade de O> (YILDIRIM et al., 2023).

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

Ao longo das ultimas décadas, as microalgas tém sido utilizadas com sucesso como

biorremediador para a remog¢ao de nutrientes excessivos em aguas residuais, como nitrogénio,
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fosforo e carbono (CHU et al., 2021). Os fungos se destacam no campo da biorremediacao
devido ao fato de ser microrganismos responsaveis pela degradacdo de matéria organica no
meio ambiente, removendo poluentes por absor¢do e pela produgdo de enzimas intracelulares e
extracelulares inespecificas com elevada capacidade catalitica, transformando tais poluentes em
compostos com menor toxicidade ou inécuos (FERREIRA, VARJANI ¢ TAHERZADEH,
2020).

As microalgas t€ém a capacidade de remover N, P e ions metalicos através do processo
de assimilagdo e biossor¢ao, envolvendo os mecanismos de adsorcao e absorcdo. Ja a
remediacdo realizada pelos fungos se d4 por meio de processos de biossor¢do e
biotransformag¢ao. Sendo assim, quando o O ¢ liberado durante a fotossintese das microalgas,
ocorre o seu fornecimento aos fungos para sua respiragao. Estes, por outro lado, disponibilizam
0o CO; para as microalgas. Os fungos também liberam enzimas extracelulares que atuam no
processo de deterioragdo de sélidos suspensos, devolvendo o CO; para o meio, favorecendo o
processo de fotossintese (WANG et al., 2022b). No tratamento de dguas residuais, a remogao
de nutrientes ¢ um aspecto importante a ser considerado. Neste contexto, a utilizagdo de uma
combinagdo de microalgas e fungos filamentosos pode ser vantajosa para lidar com variacdes
extremas de pH. Isso ocorre devido a interag@o entre esses organismos, em que o crescimento
das microalgas pode resultar no aumento do pH do meio. Por outro lado, o crescimento dos
fungos filamentosos pode levar a diminui¢do do pH do meio em decorréncia da liberagdo de
acidos organicos (LIN et al., 2022). A Figura 4 ilustra a relagdo simbidtica entre a microalga e

os fungos filamentosos.

Figura 4 — Simbiose entre microalga e fungo filamentoso
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Fonte: Adaptado de SATPATT et al. (2023).
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Shuangxi e Liandong (2023), avaliaram o desempenho do co-cultivo da microalga
Chlorella vulgaris e do fungo filamentoso Aspergillus oryzae no tratamento de efluentes
pecuarios simulados. A microalga e o fungo foram co-cultivados em diferentes proporgdes,
onde a quantidade de in6culo da microalga consiste no seu nimero de células, enquanto a
quantidade do in6culo do fungo ¢ calculada com base no numero de esporos. O experimento
foi conduzido em um Erlenmeyer de 250 mL contendo efluente simulado com concentragao de
poluentes de 1008,0 mg.L"! de DQO, 123,6 mg.L"! de amonia, 158,6 mg.L™!' de nitrogénio total
e 20,6 mg.L! de fosforo total. O meio foi incubado por um periodo de 14 dias, a uma
temperatura constante de 25 + 1 °C, com uma rotag¢do de 150 rpm e um fluxo luminoso de 4000
Ix. Os resultados revelaram que essa abordagem alcangou taxas de remogao significativas para
diversos parametros. O percentual de remocao de nitrogénio total, amonia (NHs-N), fésforo
total e DQO, foram respectivamente, 72,51%, 71,19%, 92, 23%, 91,47%.

Kumar et al. (2023b), investigaram metodologias para tratar as aguas residuais
provenientes da industria de laticinios utilizando microalgas. Um dos consorcios estudados
consistiu na combinacao da microalga Scenedesmus abundans com a levedura Saccharomyces
cerevisiae. Os resultados obtidos mostraram uma remocgao de cerca de 83% para DQO, 41,7%
para o nitrogénio total e 61,0% para o fosforo total. Os ensaios foram conduzidos em frascos
de Erlenmeyer de 250 mL, contendo 150 mL de 4gua residuéria e meio de controle. Os frascos
foram submetidos a incubagdo por um periodo de 14 d, a uma temperatura de 28 °C, sob uma
intensidade luminosa de 300 pmol.m™.s™!, seguindo o ciclo dia-noite, consistindo em 18 h de
iluminag¢do e 6 horas de escuriddo. A caracterizagao do efluente revelou uma DQO inicial de
68000 + 720,08 mg.L!, nitrogénio total de 30,29 + 1,4 mg.L"! e fésforo total de 18,11 = 0,3
mg.L!. No entanto, o efluente bruto foi diluido em 4gua pluvial em uma faixa de diluigdo
variando de 10 a 100%. Os resultados indicaram que a maior taxa de crescimento de biomassa
foi alcangada com uma dilui¢do de 80%, apresentando uma concentracao inicial do efluente
nessa dilui¢do de 2042,3 + 4,2 mg.L"! para DQO, 3,50 + 1,3 mg.L"! para o nitrogénio total e
15,6 + 1,3 mg.L"! para o fosforo total.

Yang, Li e Wang (2019), observaram uma significativa remog¢ao de poluentes ao
utilizar um co-cultivo de Chlorella vulgaris com o Aspergillus sp. no tratamento de efluentes
liquidos provenientes do processamento ou produ¢do de melago. As concentracdes iniciais dos
poluentes foram de 11.230 mg.L"! para a DQO, 407,5 mg.L™! para o nitrogénio total, 170,3
mg.L! para o nitrogénio amoniacal e 30,4 mg.L"! para o fosforo total. Os resultados mostraram

uma remogao de 70,68% de DQO, 67,09% de nitrogénio total, 94,72% de nitrogénio amoniacal
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e 88,39% de fosforo total. Neste experimento, os microrganismos foram cultivados em frascos
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de 4gua residual, com agitagdo de 80 rpm.

O sistema de co-cultivo de microalgas-fungos filamentosos tem sido objeto de estudo
tanto na colheita de biomassa quanto no tratamento de efluente e producao de bicombustivel
(SATPATTI et al., 2023). Nessa condi¢do de cultivo, as microalgas e os fungos tem a capacidade
de se aglomerar, facilitando na colheita das microalgas e na eficiéncia do processo, promovendo
a reducao de custos de cultivo (LENG et al., 2021; SATPATI et al., 2023).

Salvatore et al. (2023), investigaram as interagdes metabolicas entre o fungo
filamentoso Penicillium citrinum e a microalga Galdieria sulfuraria em um consoércio. Os
autores observaram que, quando cultivadas juntas no mesmo meio, ambas as espécies
apresentaram um melhor crescimento em comparagao com o cultivo separado. Além disso, foi
constatado que a densidade e o tamanho das células da microalga foram maiores quando co-
cultivadas com o fungo, em comparagao com o cultivo isolado. Outro resultado importante foi
a capacidade de diferenciar facilmente a co-cultura com base nos produtos metabolicos
produzidos. Foi observada uma maior diversidade de metabolitos extracelulares no consorcio.

Neste sentido, Zorn et al. (2020), investigaram a capacidade de formacgdo de biomassa
pelo consorcio do fungo filamentoso Mucor circinelloides e da microalga Chlorella vulgaris.
Os resultados obtidos revelaram um efeito sinérgico na producdo de lipidios em ambas as
espécies, destacando-se a estratégia em que 100 mL de meio de cultura foram inoculados
simultaneamente 2,55%108 células de microalgas e 8,5x10° esporos de fungos, totalizando um
periodo de 180h de incubagdo. Nessa abordagem, obteve-se uma concentracao de lipidios de
272,4 + 0,5 mg.L"!, representando um aumento de mais de quatro vezes em comparacio ao
crescimento axénico do fungo M. circinelloides, cuja concentragdo de lipidios foi de 63,9 + 0,8
mg.LL.

Neste contexto, ndo foram encontrados estudos que descrevessem o processo de
otimizagdo do tratamento do soro do leite utilizando um sistema semicontinuo aerado com o
co-cultivo entre 7. obliquus e C. echinulata. Diante disso, esse estudo mostra-se relevante
devido a importancia da reducao da carga poluidora do efluente estudado. Os beneficios
potenciais incluem a mitigacdo dos impactos ambientais, a obtencao de produtos de alto valor

agregado e a reducao dos custos associados ao tratamento do soro do leite.

3.6 Microalgas no tratamento do soro do leite

O sistema de tratamento de efluentes de laticinios que utiliza métodos bioldgicos

considerados classicos removem os compostos organicos, fosforo (P) e nitrogénio (N) a um
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custo relativamente baixo, entretanto, o lodo gerado durante o processo de biodegradacao
aerdbica causa problemas de descarte significativos e caros (KRISHNA et al., 2022).

A biorremediacdo ¢ um tipo de tratamento bioldgico que usa uma série de
microrganismos que atua na desintoxicagdo, reducdo, degradagcdo, mineralizagdo ou
transformagdo de poluentes mais toxicos e instaveis, adequando-os aos padroes determinados
pelos 6rgdos ambientais. A eficiéncia do processo de biorremediagdo de poluentes depende das
caracteristicas dos poluentes organicos e inorganicos no efluente. Esse ¢ o método considerado
mais adequado, uma vez que, ele ¢ eficiente, ecoldgico e econdmico (PATEL et al., 2022).

As microalgas tém a capacidade de remediar o efluente através de trés principais vias:
bioadsor¢do, que ocorre quando os contaminantes sdo adsorvidos aos componentes da parede
celular ou em substancias organicas excretadas pelas células; bioabsor¢ao que esta relacionada
com o transporte ativo do contaminante para dentro da célula, ligando-se a proteinas
intracelulares e outros compostos, €; biodegradagdo que envolve a transformacao de compostos
complexos em moléculas de degradagdo mais simples por meio da degradacdo metabolica
catalitica (SUTHERLAND e RALPH, 2019).

Choi (2016a) esclarece que a utilizagdo do efluente da industria leiteira para o cultivo
de microalgas ¢ benéfico, pois ele reduz o uso de dgua doce, os custos com adi¢ao de nutrientes,
a remocdo de N e P e a producdo de biomassa para biorrecursos como combustiveis ou
subprodutos de alto valor.

Diversos estudos tém analisado a utilizagdo de microalgas para o tratamento de efluente
das industrias de laticinios. Kiani et al. (2023) verificaram a biorremediacao da mistura de soro
de leite filtrado e &guas residuais do processamento de laticinio. Foram cultivadas trés
monoculturas de microalgas nesta mistura, Chlorella vulgaris, Tetradesmus obliquus e
Nonnochlropsis ocenica, além do consoércio das trés espécies. Os resultados obtidos
demonstraram que o consorcio foi mais eficiente na remog¢do de proteina, alcancando 88%
remocao, também, o nitrato e fosforos presentes no efluente foram completamente removidos
em 14 dias. Este estudo também demonstrou que a Chlorella vulgaris foi a cultura que mais
produziu biomassa, seguida do consorcio das trés espécies, ademais, destaca-se a dominancia
da Chlorella vulgaris dentro do consorcio.

Caprio et al. (2022) estudaram o impacto da contaminagao por bactérias heterotrdoficas
na integragdo de microalgas no tratamento de aguas residuais. Este estudo utilizou a
Tetradesmus obliquus na biorremediagdo do soro do leite, relatando a possibilidade da
utilizagdo de um biorreator em batelada para aumentar a produtividade de biomassa da

microalga, isso € possivel, pois durante a fase de escassez energética as bactérias estdo mais
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suscetiveis a lise, portanto, ha uma queda maior na concentragdo das células bacterianas em
relacdo as microalgas.

Ao realizar o cultivo de microalgas 7. obliquus para a produgdo de biomassa e da enzima
B-galactosidase, Bentahar et al. (2019) obtiveram concentracdes de biomassa de até 5 gL' e a
atividade enzimatica volumétrica de até 400 U.L". Ja Fito e Alemu (2019) utilizaram as
microalgas Chlorella sp., Chlamydomonas sp. e Scenedesmus sp. associadas a uma bactéria
nativa para o tratamento de aguas residuais municipais com 7,2 mg/L de foésforo, obtendo uma
remogao de 59,4%. Neste estudo, inicialmente, realizou-se a aclimatacdo do consoércio
microalga-bactéria, com duracdo de 7 d. Em seguida, o experimento foi conduzido utilizando
uma proporcao de 18% do meio de cultura em relagdo ao volume do efluente, ao longo de 9 d.

Todo o procedimento foi realizado na auséncia de oxigénio externo.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Soro do leite, microalga e fungo filamentoso

Para este estudo, foi utilizado soro de leite oriundo da producdo do queijo coalho
produzido por uma industria localizada no municipio Batalha— AL. O soro obtido foi submetido
a um processo de filtracao simples utilizando papel qualitativo, a fim de remover particulas
solidas de maior tamanho, e posteriormente armazenado a uma temperatura de -18°C nas
instalacdes do Laboratorio de Tecnologia de Bebidas e Alimentos (LTBA), situado no Centro
de Tecnologia (CTEC) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). A Tabela 4 apresenta os

resultados da caracteriza¢ao do soro do leite utilizado nos experimentos deste estudo.

Tabela 4 — Caracterizagdo do soro do leite

Parametros | Unidade Valor obtido
DQO mg O,L!' | 55.725,78 + 387,79
Nitrogénio total | mg N.L™! 1415,81+ 21,92
Foésforo total mg P.L! 1411,61 + 44,96
pH - 3,28

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Conforme esperado, o soro de leite evidenciou uma concentragdo elevada de DQO, em
consonancia com os achados descritos na literatura (Tabela 1). A caracterizacao do soro de leite
pode variar de acordo com o tipo de processamento do leite, diferentes processos de fabricagao
resultam em composi¢oes distintas. Ademais, a espécie animal e sua alimentagdo influenciam
nas caracteristicas do soro.

Neste estudo utilizou-se a microalga da espécie Tetradesmus sp. LCE-01 (Figura 5)
mantida em meio solidificado de dgar nutriente (Kasvi®) e em meio liquido para ser utilizada

como in6culo de BG-11 (blue-green medium) (RIPPKA et al., 1973).
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Figura 5 — Imagem de microscopio optico da microalga Tetradesmus sp. LCE-01
com aumento de 100x

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A espécie de fungo filamentoso utilizada no co-cultivo foi obtida na Micoteca URM da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Foi selecionada a espécie Cunninghamella
echinulata Thaxt URM 7150, que foi mantida em meio BDA (Batata Dextrose Agar). O meio
consistiu em uma infusdo de 140 g/L de 4dgua da batata inglesa, 20 g/L de glicose, 10 g/L de
extrato de levedura e 20 g/L de peptona, esterilizado a 121°C e 1 atm por 15 min em uma
autoclave. Apds um periodo médio de 10 dias de crescimento, os esporos foram coletados
usando uma solucdo estéril de Triton 0,1% (v/v) para criar a suspensdo de esporos. Em cada
reator, o fungo foi inoculado com uma concentragio de 2x10? esporos.mL"! e a microalga em

torno de 50 mgL™.

4.2 Sistema de tratamento experimental

Os biorreatores utilizados neste experimento foram adaptados a partir de vasos
transparente de acrilico (PoliControl), geralmente utilizados em equipamento para ensaio de
floculacdo, com dimensdes de 18,7 cm x 12 cm x 12 cm. Cada biorreator foi iluminado
artificialmente (Plafon LED 25 W 6500K) com uma intensidade de fluxo de fotons média de
100 pmol.m™.s!. A medigdo da intensidade de fluxo de fétons foi realizada por um radiémetro,
modelo Delta Ohm 2302.0. Os experimentos foram conduzidos sob agitagdo magnética

constante ¢ mantidos em temperatura ambiente, com variagoes entre 30 e 35°C (Figura 6).
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Figura 6 — Esquema simplificado do Sistema de tratamento experimental

Bicrreator

Luz

Luminaria

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Para aprimorar o processo de tratamento de dguas residuais em um sistema
semicontinuo, utilizando a microalga 7. obliquus e fungo filamentoso C. echinulata, foram
empregados efluentes com diferentes cargas organicas (Tabela 5). Essas concentracdes foram
associadas as taxas de reposicdo volumétricas (TRV) de 40% e 60% do efluente, assim como
nas diferentes condi¢des do tratamento. Na primeira condi¢do, empregou-se exclusivamente a
microalga em um sistema de tratamento aberto, enquanto na segunda condi¢ao, adotou-se o co-
cultivo da microalga e do fungo filamentoso, juntamente com o processo aera¢do continua, em

um sistema de tratamento aberto.

Tabela 5 — Caracteristicas do soro do leite contendo diferente concentragdes de poluentes

Parametro Cm1 Cm2 Cwmr1 Cmr2
DQO (mg O, - L) 558,41 +7,47 | 2224,41 £3,73 | 546,46 +3,08 | 2288,87 +£ 2,56

Nitrogénio total (mg N - L) 14,38 £ 1,07 55,76 £ 3,21 14,03 + 1,14 56,10 2,37
Fosforo total (mg P+ L) 4,75+ 0,03 17,84 £ 0,06 4,65+ 0,01 17,92 £ 0,01
pH 3,29 2,97 3,25 2,93

Cmi e Cm2 — Tratamento em sistema aberto utilizando apenas a microalga;
Cwmr1 e Cumr2 — Tratamento em sistema aberto com co-cultivo entre microalga e fungo com aeragio continua.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Durante a realizagdo do experimento, procedeu-se a avaliagdo do crescimento da
biomassa da microalga e a obtencdo dos pardmetros necessarios para aferir a remocao dos
contaminantes associados. As variagdes no periodo do tratamento semicontinuo, na
concentracdo de contaminantes, no TRV do efluente, nos microrganismos inoculados e na
implementagdo da aeracdo, constituiram as varidveis consideradas para determinar a condi¢ao
6tima de tratamento. A aera¢do foi fornecida por um compressor (JEBO 660; 2 L.min),
utilizando-se uma taxa de 1,5 vvm.

As varidveis estabelecidas em cada etapa experimental, incluindo parametros como
concentragdo, realimentacdo e aeragdo, podem ser visualizadas na Tabela 6, fornecendo uma

visdo abrangente das condi¢des de teste.

Tabela 6 — Detalhamento das etapas experimentais

ETAPA Periodo TRV Microrganismos |, . 5,
inoculados
I Se}fr?itcecii(tiiif;’? )(;r d) 40 e 60 % Microalga (Cwm) Sem aeracdo
Batelada (7 d) + o Microalga + ~
i Semicontinuo* (3 d) 40.¢60 % Fungo (Cwr) Com acragdo

* Foram realizados trés ciclos em semicontinuo, sendo o primeiro ciclo apos a fase em batelada.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
4.3 Caracterizacao fisico-quimica

A caracterizacdo dos efluentes foi realizada por meio da avaliacdo da DQO, nitrogénio
total e fosforo total. Ao longo dos ensaios foram coletadas amostras a fim de verificar o processo
de tratamento do efluente. As amostras coletadas foram submetidas a uma centrifugagao a 3500
rpm por 30 min (Centrifuga ACB Labor Dry-Bloch) a fim de separar a fase solida da fase
liquida, na qual os contaminantes foram medidos. Posteriormente, as amostras foram
submetidas a uma filtragdo utilizando filtros de PES (polietersulfona) hidrofilico com
porosidades de 0,22 um e 0,45 pum, principalmente para a determinacao da DQO, a fim de
remover eventuais solidos que ndo foram removidos de maneira eficiente durante a

centrifugacdo e que poderiam afetar a analise.
4.3.1 Peso seco celular

Os solidos obtidos por centrifugagdo foram transferidos para capsulas previamente
aferidas e submetidos a uma secagem em estufa a 105°C por um periodo de 2 h ou até atingir
peso constante. Apos o periodo de secagem, as capsulas contendo o material seco foram

mantidas em dessecador durante 15 min para evitar a absor¢do de umidade. Em seguida, as
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capsulas foram retiradas do dessecador e imediatamente pesadas para determinag¢do do peso
seco. Conhecido o volume do meio centrifugado e determinado o peso dos s6lidos contidos nas

capsulas, foi possivel calcular o peso seco celular (mg.L™!) conforme a Equacio 1.

mg m
PS (==) =—-10° 1
i - (1)
Onde,
m = massa o material seco (diferenca entre a massa da c4psula com o material e a tara

da capsula), em g;

v = volume tomado da amostra na centrifugag¢do, em mL.

432 pH

Durante todo o experimento, o pH foi monitorado diariamente por meio da leitura em

um pHmetro de bancada (TECNAL) previamente calibrado com solucdes tampao (4,0 e 7,0).

4.3.3 Demanda Quimica de Oxigénio

A Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) foi determinada de acordo com o Standard
Methods ASTM D1252-06 (2020), conhecido como Método Colorimetro (ASTM, 2020). A
primeira etapa da andlise de DQO consistiu na lavagem dos tubos de ensaio com uma solugao
aquosa 20% de H2SO4, fundamental para eliminar a interferéncia de impurezas de analises
anteriores nos tubos. Em seguida, adicionou-se aos tubos 2,5 mL da amostra filtrada, 1,5 mL da
solucdo digestora, constituindo-se de dicromato de sédio e sulfato de merctrio, e 3,5 mL do
reagente acido sulfurico, constituindo-se de sulfato de prata diluido em acido sulfurico (ASTM
International, 2020). Logo apds, os tubos com a mistura foram agitados e levados ao bloco
digestor a uma temperatura de 150 °C por 2 h. Terminado o periodo de digestao, os tubos foram
novamente agitados e apoOs resfriadas as amostras foram submetidas a leitura no
espectrofotometro (Shimadzu, UVmini 1240) em um comprimento de onda de 600 nm, os
valores obtidos sdo expressos em mg O,.L™! de DQO.

A solugdo digestora foi preparada adicionando inicialmente 125 mL de dgua destilada,
2,554 g de dicromato de potassio (K.Cr207), antecipadamente levado a estufa a 103°C por 2 h
para seca-lo, 41,75 mL de acido sulfurico (H2SO4) e 8,325 g de sulfato de merctrio (HgSO4)
em um baldo volumétrico de 250 mL. Apds adicionar os reagentes, a solugdo foi agitada para
promover a dissolucdo do soluto. Em seguida, o baldo foi resfriado e completado com agua

destilada até a sua marca de afericao.
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O reagente de acido sulfurico foi preparado adicionando 2,03 g de sulfato de prata
(Ag2S04) em 200 mL de 4cido sulfurico concentrado. Foram necessarias cerca de 24 h para a
dissolugao completa do Ag>SOas.

Por fim, utilizou-se uma solu¢do padrao de biftalato de potassio (KHCsH4O4) para a
obtencao da curva de calibragdo da DQO, cuja relagdo teoérica ¢ de 1 mg de Biftalato de potassio
para 1,171 mg O (Figura 7). A solu¢do foi preparada dissolvendo 425,0 mg de biftalato de
potassio, previamente seco em estufa a 120°C por 2 h, em 4gua destilada em um baldo
volumétrico de 1000 mL. Esta solugdo ¢ estavel por um periodo de 3 meses quando guardada

sob refrigeragao.

Figura 7 — Curva padrao da DQO
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Ap0s a leitura da absorbancia no espectrofotometro e a obtengdo da curva de calibragao

da DQO, foi obtida a Equagiio 2 para determinar a DQO das amostras em mg O» L.

DQO (?) =2112,2- ABS - f, )

Onde,
ABS = Valor da absorbancia da amostra lida no espectrofotometro;

fp = Fator de dilui¢do da amostra.
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4.3.4 Nitrogénio Total

O nitrogénio total (NT) foi determinado com base no Método de Kjeldahl adaptado para
efluentes agroindustriais (IAL, 2005). A primeira etapa deste método consiste na digestao da
matéria organica. Para tal, foram adicionados em tubos de Kjeldahl 5 mL da amostra, 1 g de
mistura catalitica (sulfato de sodio, sulfato de cobre e didxido de selénio na proporcao de
100:1:0,8) e 10 mL de acido sulftrico PA. A mistura foi aquecida em bloco digestor, elevando
a temperatura suavemente até atingir cerca de 300 °C. As amostras digeridas apresentaram
coloracdo incolor ou levemente esverdeada.

A segunda etapa consistiu na destilacdo do nitrogénio. Para isso, apds as amostras terem
atingido a temperatura ambiente, foi adicionada uma pequena quantidade de dgua destilada e 2
gotas de fenolftaleina a 1% nos tubos em que ocorreu a digestdo da matéria organica. Em
seguida, os tubos foram acoplados ao destilador de nitrogénio (TECNAL TE-0363) e adicionou-
se a amostra uma solucao 40% de hidréxido de sddio (NaOH) até atingir o pH alcalino, quando
foi possivel observar a mudanga de cor da amostra para rosa. Logo em seguida, foi iniciado o
processo de destilagdao através do aquecimento da amostra. O destilado foi coletado em um
Erlenmeyer de 250 mL contendo 25 mL de 4cido bdrico a 4%, 2 gotas do indicador vermelho
de metila a 0,25% e 2 gotas do indicador verde de bromocresol a 0,2%. A destilagdo foi realizada
até que cerca de 100 mL de destilado fosse coletada.

A terceira e ultima etapa consistiu na titulacao da solugdo presente no Erlenmeyer. Essa
solucdo foi titulada com acido cloridrico 0,001 N (HCl) padronizado até que observado uma

coloragdo rosada. A partir da Equagio 3 foi possivel calcular o nitrogénio total em mg L.

m Vi - * Ny¢ - 14000
Nitrogénio Total (Tg)z Her” fuct VHCl 3)

Onde,

Vici= Volume utilizado na titulagdo do acido cloridrico;
frci = Fator de correcdo da solugdo de 4cido cloridrico;
Ny = Normalidade do acido cloridrico;

V' = Volume da amostra.

Contudo, fez-se necessario a padronizacdo do acido cloridrico. Para isso, certa
quantidade de carbonato de sddio (NaCO3 PM = 106) foi levada a estufaa 100 °C por 1 h e,
em seguida, deixada esfriar em dessecador por 15 min antes de ser utilizada. Posteriormente,
0,25 g do carbonato de sodio anidro foi dissolvido em 4gua destilada, previamente fervida para

remo¢ao do didxido de carbono (CO») dissolvido, em seguida, foram adicionadas 2 gotas do
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indicador de pH alaranjado de metila. Por fim, essa solugdo foi titulada com a solugdo de HCl
até a primeira coloracdo. Com a Equacdo 4 foi possivel determinar o fator de correcdo da
solugdo de acido cloridrico (fyc;).
2'm
Thet = 5,106 + Vier ~ Nore

(4)

Onde,
m = massa do carbonato de sodio;
Vi = volume gasto do acido cloridrico na titulagao;

Ny = Normalidade do 4cido cloridrico.

4.3.5 Fosforo Total

Para determinar o fosforo total (FT), foi utilizado o método colorimetro de Murphy e
Riley (1962). Primeiramente, foram adicionados 1 mL de agua destilada, 1 mL da amostra
previamente filtrada e 0,4 mL da solugdo desenvolvedora de cor em tubos de ensaio. Os tubos
foram tampados e deixados em repouso por 30 minutos. Em seguida, as leituras da absorbancia
da mistura foram realizadas no espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 706 nm
(Shimadzu, UVmini 1240). Com a Equacdo 5 foi possivel determinar o Fosfato total (PO4>")

expresso em mg L'

m
Fosfato Total (Tg) =9,9264- ABS- f, (5)

Onde,
ABS = Valor da absorbancia da amostra lida no espectrofotometro;

fp = Fator de diluicao da amostra.

A concentra¢ao de Fosfato Total pode ser expressa em fosforo total a partir da relagao
entre as massas moleculares do fosforo e do fosfato, 31 e 95 g/mol, respectivamente, obtendo-
se um fator de conversdo igual a 31/95.

A solugdo desenvolvedora de cor consiste na mistura formada pela fragao de 4 solugdes
(A=0,5 B=0,05 C=0,15¢ D =0,3). Asolucdo A é composta por acido sulfurico 5 N. A
solugdo B consiste em tartarato de antimonio e potassio (1,3715g de K(SbO)C4H40O¢. 2 H2O
para 500 mL de agua). A solugao C contém molibdato de amdnio (20 g de (NH4)6Mo07024 .4H>O
para 500mL de 4gua). A solugao D € composta por acido ascorbico (0,01M, 0,44 g para 100 mL
de 4gua). A solucao resultante possui estabilidade de 4 horas.

Por fim, utilizou-se uma solugdo stock com concentragio de 50 gL' de P para a

obtengdo da curva de calibracdo do fosfato total (Figura 8). A solugdo foi preparada
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dissolvendo 276 mg de fosfato dipotassico (KoHPOs) em 4gua destilada em um baldo

volumétrico de 1000 mL.

Figura 8 — Curva padrdo do FT
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliac¢ao dos sistemas de tratamento na remoc¢ao da carga poluidora

As andlises revelaram um comparativo entre duas fases do sistema de tratamento, sendo
que na primeira fase contempla exclusivamente a utilizacdo da microalga Tetradesmus obliquus
(Cm) enquanto na segunda, ocorre a complementacio com a inoculagdo do fungo
Cunninghamella echinulata e a implementacgao do processo de aeracao de fluxo continuo (Cwmr).

Essa investigacdo buscou ndo apenas compreender os mecanismos subjacentes a essas
transformagodes, mas também avaliar a eficacia da microalga 7. obliqguus como agentes de
tratamento do soro do leite, considerando tempo de reposi¢do volumétrico ou tempo de

realimentacdo (TR) de 7 dias, mediante uma taxa de reposi¢ao volumétrica (TRV) de 40 e 60%.

5.1.1 Analises da remoc¢ao da DQO

Ao avaliar as principais condi¢gdes no tratamento do efluente Cmi € Cwmri, € possivel
destacar uma tendéncia significativa ao desdobrar duas etapas na qual a primeira utilizou-se
apenas a microalga, e na segunda a inoculagio do fungo e o processo de aeragio continua. E
importante destacar que o sistema ¢ aberto, o que significa que esta vulneravel a contaminagao.
Desse modo, a Figura 9 corresponde aos dados relacionados ao primeiro condicionamento.

Em Cwm1, € possivel observar uma diferenga estatisticamente significativa no percentual
de remog¢ao de DQO entre as TRV de 40% ¢ 60%. Quando correlacionado com sua cinética,
obteve-se um percentual médio de remog¢do de 56,9% e 68,2%, respectivamente (Figura 9A).
Apesar de obter esses resultados, ¢ importante ressaltar que o processo de realimentagdo foi
conduzido a cada 7 dias. Ao ser comparado com os resultados de Santos (2022), onde foi
adotado um periodo de realimentacdo a cada 3 dias, observa-se que o aumento no intervalo
entre as realimentagdes nesse trabalho poderia ser conduzido com 3 dias, pois entre 3 e 7 dias
nao houve melhoria significativa na remoc¢ao de DQO.

A DQO residual média foi estabelecida em 190,10 mg.L™! para uma TRV de 40% e
107,37 mg.L"! em 60% (Figura 9A). A concentragio residual de DQO em Cw variou entre 107
e 190 mg.L"!, ultrapassando os limites estabelecidos pela norma europeia (EU, 1991) na TRV
de 60%, a qual preconiza um maximo de 125 mg.L™! para descarte em corpo hidrico. Ademais,
verifica-se que a remog¢do minima de 75%, conforme preconizado pela Legislacdo da Unido
Europeia de 1991, ndo foi atingida ou foi atingida perto do limiar durante o tratamento,
necessitando de otimizagdes.

Por outro lado, ao analisar o efluente Cm2, observou-se valores ligeiramente superiores,

evidenciando uma remocao de DQO de 68,2% na TRV de 40% e 83,6% na TRV de 60%.
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Contudo, mesmo com esse desempenho superior, os niveis de DQO residual permaneceram
acima dos padrdes estabelecidos pela Unido Europeia em ambas as condi¢des de realimentacio,

registrando-se 409,24 mg.L! e 198,02 mg.L"!, respectivamente (Figura 9B).

Figura 9 — Remocéo de DQO no tratamento de Cyii € Cvmz em fungdo da TRV
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Tempo (d) Tempo (d)
Fase % de DQO residual Fase % de DQO residual
experimental remocao (mg.L™") experimental remocao (mg.L")
TRV 40 % TRV 40 %
Batelada 38,5 343,23 + 7,47 Batelada 51,0 1090,42 + 11,2
1° Ciclo 53,6 237,62 + 0,00 1° Ciclo 73,1 480,53 £ 0,00
2° Ciclo 52,4 208,58 + 3,73 2° Ciclo 70,5 359,07 + 7,47
3° Ciclo 64,7 124,09 + 3,73 3° Ciclo 60,9 388,12+ 3,73
Média 56,9 +5,2 190,1 + 44,00 Média 68,2 +4,8 409,24 + 47,52
TRV 60 % TRV 60 %
Batelada 40,0 335,31 +3,73 Batelada 54,3 1016,5+ 11,2
1° Ciclo 63,1 155,77 + 3,73 1° Ciclo 85,8 248,18 £ 7,47
2° Ciclo 70,9 89,77 £ 0,00 2° Ciclo 90,1 108,25 £ 3,73
3° Ciclo 70,4 76,57 3,73 3° Ciclo 74,8 237,62 £ 7,47
Média 68,2 +34 107,37 + 32,27 Média 83,6 +5,9 198,02 + 59,85

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Essa disparidade nos resultados destaca a necessidade de uma abordagem mais eficaz
no tratamento do soro do leite para atender aos requisitos ambientais, especialmente no que diz
respeito a reducao significativa da DQO residual, alinhada com as diretrizes regulatorias
estabelecidas. Assim, como ilustrado na Figura 9, os resultados fundamentais relacionados a
remocao de DQO no tratamento do soro de leite foram identificados ao considerar a TRV em
diferentes condi¢des durante a segunda fase de andlise (Figura 10). Nessa etapa, além da
presenca da microalga 7. obliquus, foi introduzida a inoculagdo do fungo C. echinulata,
complementada pelo processo de aeragdo de fluxo continuo, mas utilizando 3 dias de tempo de

realimentacdo (TR), otimizado na etapa anterior.
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Nota-se que para os ambos os condicionamentos de andlise, houve resultados muito
préximos com elevados valores de percentuais de remocao de DQO. Esses dados foram mais
evidentes na TRV de 40% tanto para Cmri quanto em Cwmrz, obtendo-se 77,0% e 74,1%
respectivamente (Figura 10A).

A concentracado residual de DQO no efluente Cmri1 apresentou variagao no intervalo de
61,86 e 88,17 mg.L!, mantendo-se dentro dos limites estabelecidos pela norma europeia, que
estipula uma concentragdo maxima de 125 mg.L"! (EU, 1991), tanto na TRV de 40% quanto na
de 60%. Apesar da variacdo da concentragao residual de DQO em Cwmr; estar entre 165,07 e
250,33 mg.L!, valores que excedem os estabelecidos pela norma supracitada, é possivel
observar uma ligeira melhora, alcangando 77,8% na eficiéncia de remocao para o TRV de 40%.
Os parametros cinéticos decorrentes para as respectivas concentragdes de soro de leite
corroboram os valores obtidos nessa analise ao longo de 16 dias, na qual € possivel observar

essa tendéncia na Figura 10B.

Figura 10 — Remocdo de DQO no tratamento de Cvri € Cvr2 em fungdo da TRV
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Tempo (d) Tempo (d)
Fase % de DQO residual Fase % de DQO residual
experimental remocio (mg.L") experimental remocio (mg.L")
TRV 40 % TRV 40 %
Batelada 66,4 187,62 + 3,08 Batelada 86,1 320,39 + 2,56
1° Ciclo 72,0 99,45+ 3,08 1° Ciclo 76,5 215,34+ 0,00
2° Ciclo 86,7 33,83 £ 1,03 2° Ciclo 79,6 146,61 £ 1,03
3° Ciclo 72,2 52,29+ 1,03 3° Ciclo 77,3 133,28 £ 5,13
Média 77,0 £ 6,5 61,86 = 25,06 Média 77,8+ 1,2 165,07 + 33,49
TRV 60 % TRV 60 %
Batelada 67,9 175,32 + 1,03 Batelada 85,2 335,77+ 2,56
1° Ciclo 68,1 120,98 + 2,05 1° Ciclo 75,6 299,89 £ 2,56
2° Ciclo 80,6 64,59 + 1,03 2° Ciclo 71,7 238,37 £2,56
3° Ciclo 73,6 78,94 + 1,03 3° Ciclo 73,6 212,74 £2,56
Média 74,1 £ 4,3 88,17 + 21,87 Média 75,6 = 1,4 250,33 + 33,04

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Dessa maneira, constata-se que o consorcio experimental demonstrou eficacia na
reducdo da DQO e configura-se como uma opg¢ao viavel para o tratamento de efluentes com
indices importantes na segunda fase das andlises. A relagdo simbiotica entre fungos e
microalgas ¢ um fator-chave na degradag¢ao de matéria organica complexa, como o soro de leite,
e na subsequente assimila¢do de nutrientes por microalgas (ARORA et al., 2019).

Essa relacao ¢ reforgada pela capacidade das microalgas de produzir metabdlitos de alto
valor, como lipidios, por meio do co-cultivo com bactérias (GONZALEZ-GONZALEZ e DE-
BASHAN, 2021). No entanto, a presen¢a de fungos em culturas de microalgas também pode
ser um desafio, influenciando a producao e a qualidade da biomassa (LAEZZA, SALBITANI
e CARFAGNA, 2022). Para resolver isso, o uso de fitohormonios foi proposto para promover
a biossintese de metabolitos e melhorar a tolerancia ao estresse em microalgas (ZHAO et al.,
2019).

E importante destacar que a redugdo dos poluentes esta diretamente relacionada ao
aumento da biomassa, evidenciando a sinergia entre os microrganismos inoculados. Embora
inicialmente apenas a microalga seja inoculada e posteriormente o fungo seja introduzido, o
sistema, por sua natureza aberta, inevitavelmente sofre contaminacdo com outros
microrganismos. Essa diversidade microbiana, no entanto, pode contribuir para a robustez e
adaptabilidade do sistema.

O estudo de Santos (2022) enfatizou a importancia da atengdo a TRV em um sistema de
tratamento de soro do leite empregando a microalga 7. obliquus. Este cuidado visa assegurar
um inoculo suficiente ao longo do ciclo de troca volumétrica de trés dias, elemento crucial para
otimizar a remocdo eficiente de contaminantes, particularmente a DQO. A comparacdo dos
resultados obtidos neste estudo com aqueles de Santos (2022) revela, contrariamente as
expectativas iniciais, que a realimentagdo a cada 7 dias ndao proporcionou uma melhoria
significativa na eficiéncia da remocao de contaminantes, principalmente quando levado em
conta o efluente Cm1 € Cm2. Diante disso, a selecao da periodicidade na realimentacdo emergiu
como um fator determinante na adaptacao do sistema, indicando a necessidade de reavaliagao
da estratégia adotada. Os dados sugerem que a pratica de realimentagdao em intervalos menores
apresenta vantagens na manutencdo de um ambiente propicio para o desenvolvimento das
microalgas e fungos.

Demais pesquisas tem ressaltado o uso das microalgas na remog¢ao da DQO em aguas
residuais, particularmente quando combinadas com aeragdo. Por exemplo, Afifah, Suryawan e
Sarwono (2020) verificaram uma melhoria com a implementagdo da aeracdo na remogao de

DQO, com taxas de remogao de 73,88% + 2,05 (acrac¢do de 12 h/d) e 75,2% =+ 3,97 (aeragdo de
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24 h/d). Da mesma forma, Otondo et al. (2018) relataram taxas de remog¢ao de DQO de 37,5
mg.L!, 87,5 mg.L"! e 118,75 mg.L™! por dia, com taxas mais altas alcangadas em concentragdes
mais altas de DQO.

Mendonga et al. (2018) conduziram um processo de tratamento em regime de batelada
para aguas residuais provenientes da pecudria bovina, apresentando concentragdes iniciais de
2.913 mg.L! de DQO, 498 mg.L"! de amonio, e 23,5 mg.L"! de fosfato. Foi registrando faixas
de eficiéncia de remocgao de 65 a 70% de DQO, 98 a 99% de amodnio e 69 a 77,5% de fosfato
(PO4) apés 12 dias. Os valores correspondentes para fluxo continuo foram de 57 a 61% de
DQO, 94 a 96% de NH*" e 65 a 70% de PO4> com tempo médio de reten¢do hidraulica de 12
d. Maiores taxas de fixagdo de CO2(327-547 mg.L"1.d"") e maior produtividade volumétrica de
biomassa (213-358 mg.L"1.d™") foram obtidas no modo batelada.

O estudo de Muthuraman, Murugappan e Soundharajan (2021) também obteve remog¢ao
efetiva de DQO, na qual o pré-tratamento da aeragdo reduziu os teores de amdnia e cobre nas
aguas residuais, 0 que permitiu uma impressionante taxa de crescimento. As produtividades
médias de biomassa e lipidios obtidas foram de 81,5 mgL'd! e 19,5 mgL'd',
respectivamente, apoiando ainda mais o potencial de microalgas e aeracao nessa aplicacao.

Uma série de estudos tem explorado o potencial das microalgas na remog¢ao de poluentes
organicos de varias fontes de efluentes. Hu et al. (2019) descobriram que um consorcio de
microalgas, incluindo C. protothecoides, S. obliquus e C. vulgaris, foi eficaz na remog¢ao da
DQO e nutrientes das aguas residuais do processamento de carne. Da mesma forma, Gao et al.
(2018) relataram que o co-cultivo de microalgas, C. vulgaris e Scenedesmus obliquus, com lodo
ativado foi a tecnologia de tratamento mais eficaz para aguas residuais de suinos, alcangando
79,74% de remocao de DQO, 74,28% de nitrogénio total e 85,37% de fosforo total. Cheng et
al. (2020) demonstraram que microalgas de autofloculagao, Tribonema sp. € Synechocystis sp.,
com pré-tratamento com Plus Intense Pulsed Light (T-IPL), melhoraram a remoc¢do de
nutrientes de aguas residuais de suinos, incluindo DQO. Por fim, Lee et al. (2019) destacaram
que as microalgas, particularmente em combinag¢do com outras tecnologias de tratamento, sao

promissoras para a remogao eficiente de DQO de varias fontes de dguas residuais.

5.1.2 Remocao de nitrogénio total

A eficiente remoc¢do de nitrogénio do efluente desempenha um papel crucial na
atenuacao de impactos ambientais adversos. A presenga elevada de nitrogénio pode induzir
problemas de polui¢do hidrica significativos. A gestdo controlada da remogao desse elemento ¢

fundamental para a preservagao da qualidade da 4gua, prevenindo potenciais efeitos prejudiciais
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sobre ecossistemas aquaticos e, por conseguinte, fomentando a sustentabilidade ambiental
(TABASSUM, 2019). Nesse contexto, a Figura 11 apresenta de maneira concisa os resultados
primordiais da fase inicial dos experimentos concernentes a remog¢ao de nitrogénio durante o
tratamento do soro do leite, destacando a influéncia da realimentagao do sistema.

A oscilagdo na concentragdo residual de nitrogénio total foi constatada entre 6,17 e 6,92
mg.L ! nas TRV de 40% e 60% na analise relacionada ao soro do leite Cwmi, conforme ilustrado
na Figura 11A. Por outro lado, ¢ notavel um aumento na concentracdo residual de nitrogénio
ap6s cada ciclo de realimentacdo, superando a concentracao residual do ciclo anterior. A
concentragdo de nitrogénio total para Cmz, variou entre 23 e 37 mg.L' em fungdo das
respectivas TRV. Adicionalmente, as taxas méaximas de remocdo foram aproximadamente
46,5% e 34,6% para Cm1 e Cm, respectivamente, como evidenciado nas Figuras 11A e B,

corroboradas pela analise cinética ao longo de 28 dias.

Figura 11 — Remocao de nitrogénio total no tratamento de Cyi e Cyz em fungdo da TRV
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Tempo (d) Tempo (d)
Fase % de NT residual Fase % de NT residual
experimental | remocio (mg.L") experimental | remocio (mg.L")
TRV 40 % TRV 40 %
Batelada 60,8 5,61 Batelada 62,5 21,04
1° Ciclo 429 5,61 1° Ciclo 30,4 26,37
2° Ciclo 21,2 7,29 2° Ciclo 47,1 18,94
3° Ciclo 24,3 7,85 3° Ciclo 26,2 25,25
Média 29,5+ 8,9 6,92 + 0,87 Média 34,6 + 8,3 23,52 + 3,05
TRV 60 % TRV 60 %
Batelada 57,3 6,17 Batelada 54,4 25,25
1° Ciclo 52,3 5,89 1° Ciclo 21,1 31,56
2° Ciclo 41,0 6,45 2° Ciclo 21,7 37,87
3° Ciclo 46,3 6,17 3° Ciclo 14,8 42,08
Média 46,5+ 3.8 6,17+ 0,19 Média 19,2 +29 37,17 £ 3,74

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A eficacia na remocdo de poluentes no tratamento de efluentes provenientes de

industrias de laticinios varia de acordo com o método utilizado. Os resultados obtidos sugerem
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que a pratica de realimentacdo a cada 7 dias ndo resulta em melhorias substanciais na remog¢ao
de poluentes. Além disso, observou-se um aumento na concentracao de nitrogénio a partir da
segunda realimentacdo, indicando possiveis limitagdes nos processos de tratamento
empregados. Essas limitagdes podem ser atribuidas a capacidade inadequada do sistema para
lidar com a carga de nitrogénio presente no efluente, condicdes ambientais desfavoraveis ou
mesmo a deterioracdo ou inatividade dos microrganismos, principalmente a microalga,
responsaveis em grande parte pela remog¢do do nitrogénio. Este conjunto de observagdes
evidencia a necessidade critica de avaliacdo e ajuste da estratégia de realimentacdao e dos
métodos de tratamento, com o objetivo de otimizar a eficiéncia global do sistema de tratamento
de efluentes de laticinios.

Nesse contexto, corroborando com os resultados obtidos por Santos (2022) uma
frequéncia de realimentacao a cada 3 d ¢ de fato a melhor opg¢ao, pois 7 d ndo promoveu uma
eficiéncia melhor de tratamento.

Em decorréncia da inoculagdo fungica e da aeracdo conjuntamente com a microalga,
implementadas na segunda fase dos experimentos, evidenciaram-se eficiéncias de remogao
superiores. Nesse contexto, a condugao dos experimentos ressaltou uma elevada efetividade na
remog¢ao de nitrogénio, acompanhada por uma reduzida concentragdo de nitrogénio residual
(mg.L"), conforme ilustrado na Figura 12. O nitrogénio e o fosforo sdo cruciais para a
formacao de biomassa em comunidades microbianas, e sua remogao eficiente ¢ essencial para
atender aos requisitos legais (ZHANG, LI e HO, 2021). A comunidade microbiana presente
durante o cultivo de microalgas em aguas residuais pode impactar significativamente a
produgdo de biomassa e a remogdo de nutrientes (PADDOCK, FERNANDEZ-BAYO ¢
VANDERGHEYNST, 2020).

Observa-se a inexisténcia de disparidades estatisticas no que concerne ao percentual de
remogao de nitrogé€nio nos tratamentos com os efluentes Cvr1 € Cwmr2, conforme evidenciado
nas Figuras 12A e B, revelando valores oscilantes de 74,3% e 71,5% para o efluente Cvri e
71,9% e 69,9% para Cmr2 para as TRV de 40% e 60%, respectivamente. No tocante aos
parametros estabelecidos para o langamento em corpos hidricos, verifica-se a conformidade
com os padrdes europeus em ambos os tratamentos, com variagdes de 1,82 a 2,71 mg.L™! no
tratamento com Cwmz e de 6,50 a 9,49 mg.L™! para o tratamento de Cwmr2. Observa-se que, para
Cwmr2, foi constatado uma quantidade superior de nitrogénio em comparacdo com Cwri. Nesse
contexto, alternativas como a introdugao de aeracao no tempo de reposi¢cao ou o co-cultivo

emergem como estratégias promissoras para aprimorar a eficiéncia do processo. Além disso, €



64

relevante destacar a melhoria da eficiéncia obtida mesmo diante da redugdo do intervalo entre

as realimentacdes de 7 para 3 dias.

Figura 12 — Remocao de nitrogénio total no tratamento de Curi € Cmr2 em fungdo da TRV
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experimental | remocio (mg.L") experimental | remocio (mg.L")
TRV 40 % TRV 40 %
Batelada 78,0 3,09 Batelada 84,3 8,84
1° Ciclo 75,4 1,96 1° Ciclo 70,5 7,29
2° Ciclo 80,0 1,40 2° Ciclo 75,6 5,75
3° Ciclo 67,4 2,10 3° Ciclo 69,7 6,45
Média 74,3 + 4,6 1,82 +£0,28 Média 71,9 +2,4 6,50 + 0,53
TRV 60 % TRV 60 %
Batelada 82,0 2,52 Batelada 82,0 10,1
1° Ciclo 69,9 3,09 1° Ciclo 71,1 9,82
2° Ciclo 75,8 2,24 2° Ciclo 70,6 9,54
3° Ciclo 68,8 2,81 3° Ciclo 68,0 9,12
Média 71,5+2,9 2,71+ 0,31 Média 69,9 +1,3 9,49 + 0,25

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Além disso, os dados estdo em consonancia com o percentual minimo estipulado pela

Legislagcdo da Unido Europeia (1991), que preconiza uma remog¢ao de poluentes entre 70% e

80% e concentragdo residual de 10 a 15 mg.L"'. Dessa maneira, delineiam-se condig¢des

antecipadamente esperadas para desdobrar eficiéncia no processo de otimizagdo. As Figuras

12A e B destacam e corroboram a cinética reacional ao longo do periodo supracitado nas

condi¢cdes de realimentacdo de 40% e 60%. A remogao eficiente de nitrogénio do soro de leite

¢ crucial para a mitigacdo do impacto ambiental, € o uso de 7. obliquus em um sistema

semicontinuo aberto tem se mostrado promissor nesse sentido (LING et al.,, 2019).

Adicionalmente, essa microalga mostrou-se eficaz na remog¢ao de nitrogénio dos poluentes

residuais das aves, com o beneficio adicional de produzir compostos bioativos (VLADIC et al.,

2023).
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Autores como Choi (2016b) e Wang et al. (2013) fornecem exemplos especificos disso,
com Choi (2016b) relatou uma taxa de remogao de nitrogénio total de 85,47% em efluentes de
laticinio utilizando a microalga C. vulgaris no tratamento. Neste estudo, adicionou-se 1 L de
meio de cultivo com uma concentragio de 0,367 + 0,6 g.L"! da microalga C. vulgaris a 10 L do
efluente (N Tinicial = 28,9 £ 9,4 mg.L"). Os experimentos foram conduzidos em um ciclo de dia-
noite, consistindo em 16 h de iluminagdo e 8 h de escuriddo, com uma taxa de agitacdo de 80
rpm. A temperatura foi mantida entre 28 e 32 °C durante 10 d de incubagdo. A intensidade de
luz fornecida variou entre 200 e 220 umol.m™.s™!, e uma taxa de fluxo de 0,74 L.min"! de CO»
foi introduzida no reator. Por outro lado, Wang et al. (2013) obtiveram uma taxa de remogao de
nitrogénio amoniacal de 95,9% m daguas residuais provenientes da suinocultura, apdés um
periodo de incubagdo de 7 d. A concentragdo inicial de nitrogénio amoniacal no efluente era
891 mg.L!. O experimento foi conduzido em lote com iguais condi¢des para 7 espécies de
microalgas, as culturas foram inoculadas em frascos de 2 L contendo 1 L do efluente, foi
disponibilizada uma ilumina¢do de 3500 Ix em ciclo de dia-noite, consistindo em 12 h de
1luminac¢do e 12 h de escuridao

Diversos estudos relataram concentragdes remanescentes de DQO variando entre 246-
931 mg.L!, DBO entre 80-180 mg.L"!, nitrogénio total (NT) entre 10-34 mg.L™, e fosforo total
(FT) entre 5-18 mg.L"! foram observadas a partir das concentragdes iniciais de DQO, DBO, NT
e FT, que eram de 1.800-3.700 mg.L!, 1.100-2.900 mg.L"!, 68-109 mg.L'e 14-27 mg.L!,
respectivamente (KUSHWAHA, SRIVASTAVA e MALL, 2011; KUMAR, GUPTA e
PAKSHIRAJAN, 2015; AHMED et al., 2022).

Da mesma forma, 7. obliquus tem sido utilizado com sucesso na remocao biologica de
oxido nitrico, com potencial para aplicagdo no tratamento de gases de combustdo (MA et al.,
2020). No tratamento de aguas residuais do processamento do soro de leite, o uso de microalgas,
incluindo 7. obliquus, tem se mostrado eficaz na remocao de nutrientes, com potencial para
descarga em aguas superficiais (MARAZZI et al., 2020). Registros como esses destacam o
potencial de 7. obliquus na remocao eficiente de nitrogénio do soro de leite e a necessidade de

novas pesquisas para otimizar seu uso neste contexto.
5.1.3 Remocgao de Fosforo Total

No tocante ao fosforo total, a concentracdo residual demonstrou oscilagdes situadas
entre 0,98 e 1,55 mg.L! para Cwi e 2,86 a 8,00 mg.L™! para Cmz, conforme evidenciado nas
Figuras 13A e B. Foi observada uma taxa maxima de remog¢do de fosforo em torno de 65,2%

e 68,5%, ambos para a TRV de 40% de Cmi e Cmz, respectivamente (Figuras 13A e B).
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Similarmente ao nitrogénio total, a concentragdo de fosforo no soro de leite Cmz excede os
parametros desejaveis, requerendo consideracdes acerca da eficacia de sua remogdo, seja
mediante modificagdes no proprio processo (como aeragdao forcada, extensdo do tempo de
reposicdo, ou co-cultivo com microrganismos) ou através de uma intervencao tercidria
suplementar.  Adicionalmente, o tratamento realizado com o efluente Cm: alcangou
conformidade com os limites estabelecidos pela legislagdo europeia, situados entre 0,98 e 1,55
mg.L! de fosforo para descarte em corpos hidricos (EU, 1991), conforme evidenciado na

Figura 13A.

Figura 13 — Remocao de fosforo total no tratamento de Cyi € Cmz em funcao da TRV
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Fase % de FT residual Fase % de FT residual
experimental remociao (mg.L") experimental remocio (mg.L")
TRV 40 % TRV 40 %
Batelada 53,0 2,23+ 0,03 Batelada 62,3 6,73 + 0,01
1° Ciclo 69,2 1,07 + 0,06 1° Ciclo 78,7 2,36+ 0,03
2° Ciclo 73,7 0,68 + 0,04 2° Ciclo 73.9 2,22+0,01
3° Ciclo 52,8 1,17+ 0,01 3° Ciclo 52,9 3,99 + 0,55
Média 65,2+ 8,3 0,98 + 0,19 Média 68,5+10,4 2,86 + 0,76
TRV 60 % TRV 60 %
Batelada 58,1 1,99 £ 0,01 Batelada 69,4 5,45+ 0,03
1° Ciclo 54,8 1,65+ 0,01 1° Ciclo 55,0 5,68 £ 0,03
2° Ciclo 65,5 1,19+ 0,01 2° Ciclo 40,8 8,16+ 0,01
3° Ciclo 433 1,82+ 0,01 3° Ciclo 25,9 10,17 = 0,00
Média 545+7,5 1,55+ 0,24 Média 40,6 +9.8 8,00 + 1,55

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

O estudo conduzido por Santos (2022) revelou uma diminuicdo significativa na
concentracdo de microalgas em taxas mais elevadas. Este fenomeno sugere que a remocao de
uma quantidade substancial de massa microalgas por elevados TRVs, combinada com um
periodo de apenas 3 dias para a troca volumétrica, pode ser insuficiente para a completa
restitui¢do da flora microalgal original. Esta constatacdo assume relevancia ao considerar seu

impacto substancial no processo de remo¢do de fosforo no sistema, indicando uma
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interdependéncia notavel entre a dindmica da comunidade microalgal e a eficiéncia global do
sistema em questao.

Ji et al. (2020) e Mao et al. (2021) destacam a capacidade das microalgas de remover
fosforo, identificando especificamente o género de microalgas Pantanalinema como um dos
principais organismos acumuladores de fosforo. Wu et al. (2021) exploraram ainda mais o
impacto da concentragdo de fosforo e das condi¢des claras/escuras na absor¢ao e distribui¢ao
de fosforo em microalgas, fornecendo insights valiosos para otimizar o processo.

A remogao de fosforo pelas microalgas do soro de leite ¢ um aspecto crucial do
tratamento de 4dguas residuais, pois pode impactar significativamente o ecossistema (PIRES,
CARDOSO e BATISTA, 2022). O potencial das microalgas para absorver, preservar ou
degradar o fosforo nas aguas residuais € um fator chave neste processo (MAO et al., 2021).
Complementando, as microalgas podem remover eficazmente o fosfato das dguas residuais dos
laticinios, com elevada eficiéncia de remocdo alcangada através de cultivo sequencial (em
varias etapas) (DANESHVAR et al., 2019).

Nesta perspectiva, a Figura 14 destaca os principais dados da segunda etapa dos
experimentos referentes a remogao e teor residual de fosforo nas concentragdes Cmri € Cumre.

Ao analisar os resultados dos pardmetros derivados da segunda fase experimental, foi
possivel observar uma melhora na redu¢do da concentragdo residual de fosforo total em
comparagio com a etapa precedente, situando-se entre 0,65 e 0,88 mg.L! para Cwmr € entre 1,99
e 3,37 mg.L"! para Cmr: (Figura 14A e B). Verificou-se uma taxa maxima de remogao de 70,5%
e 71,0% para o soro do leite Cmr1 € Cwmrz, respectivamente, ambas eficiéncias constatadas para
uma TRV de 40% (Figuras 14A e B). E importante destacar que tanto os processos conduzidos
com o efluente Cmr1 para ambas TRVs quanto o Cmr2 com uma TRV de 40% atingiram os
padrdes regulatorios estabelecidos pela Unido Europeia, que variam de 1 a 2 mg.L™! de fosforo

para a descarga em corpos hidricos, conforme definido pela legislacao vigente (EU, 1991).
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Figura 14 — Remocao de fosforo total no tratamento de Cvri € Cvr em fungdo da TRV
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Média 70,5+2.4 0,65 + 0,04 Média 71,0 £2,6 1,98 + 0,20
TRV 60 % TRV 60 %
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Média 69,9 +1,7 0,88 + 0,04 Média 66,1 +3,3 3,38 £0,25

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Choi (2016b) constatou que a C. vulgaris poderia remover até 65,96% do fosforo total
no efluente de laticinios (FTinicia = 9,4 = 4,6 mg.L!). Da mesma forma, autores como Rahman
e Mukhtar (2008) e Rani et al. (2015) também destacaram a eficacia do tratamento microbiano
e das microalgas imobilizadas na reducdo de fosforo e outras substincias no efluente de
laticinios.

O estudo de Mujtaba et al. (2018) apoiou ainda mais esses achados, mostrando que uma
co-cultura de lodos ativados e C. vulgaris imobilizado alcangou alta remoc¢ao de nutrientes e
DQO. O trabalho de Hu et al. (2019) expandiu isso aclimatando um consorcio de microalgas,
incluindo C. vulgaris, para remover eficientemente poluentes organicos e nutrientes de aguas
residuais de processamento de carne.

Autores como Mujtaba, Rizwan e Lee (2017) constataram que o co-cultivo de C.
vulgaris e Pseudomonas putida potencializou a remog¢ao de nutrientes e DQO. Da mesma
forma, Guo et al. (2017) demonstraram a eficiéncia de uma co-cultura de Ganoderma lucidum

e C. vulgaris na reducao de DQO, nitrogénio total e fosforo Total em aguas residuais de
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suinocultura. Este estudo tem apresentado uma relagdo simbiotica entre fungos e microalgas
tem se mostrado eficaz na remog¢ao de DQO e nutrientes de dguas residuais, sobretudo no tempo

de realimentacao.
5.1.4 Peso seco celular

Pela Figura 15A-D, percebe-se que a concentracdo de biomassa microbiana alcangou
valores entre 286-850 mg.L™!, sem diferencas significativas para Cmi e Cmr1 € Cmz e Cumrz, com
excegdo para na TRV de 60%, o que indica dificuldade da cultura microalgal em se manter
estavel em elevadas concentracdes de carga organica e quando aplicados maiores TRVs; logo,
quando o co-cultivo ¢ aplicado, a sinergia com os fungos garantem maior estabilidade a
microalga e consequentemente maior produgdo de biomassa microbiana (peso seco celular).

O crescimento de microalgas ¢ de fato proporcional a remog¢do de contaminantes,
particularmente carbono orgénico, nitrogénio e fosforo (FALLAHI et al., 2021; YAAKOB et
al., 2021; FAN et al., 2021). O estudo de Esteves et al. (2022) fornece uma aplicacdo pratica
desses achados, mostrando o crescimento bem-sucedido de C. vulgaris em efluente de
aquicultura e sua eficiente remocao de nitrogénio e fosforo. Pandey, Srivastava e Kumar (2020)
destaca o rendimento maximo de biomassa algal e produtividade lipidica de 2,44 g.L'! e 77,41
mg.L ! no primeiro dia de realimentagao, respectivamente.

Pesquisas sobre o uso de microalgas no tratamento de aguas residuais de laticinios t€ém
mostrado resultados promissores. Daneshvar et al. (2019) descobriram que dois ciclos de
cultivo de microalgas em aguas residuais de leite resultaram em um peso seco de 0,36-0,65 g.L
!, Kumar et al. (2019) relatou que o uso de uma cepa especifica de microalgas em aguas
residuais de laticinios levou a um aumento significativo na produtividade da biomassa de algas,
com um teor de lipidios de 33,40%. Hemalatha et al. (2019) integraram o tratamento de
microalgas com a produgdo de bioetanol, alcangando uma remocao de 90% de carbono organico
e uma concentragdo méaxima de biomassa de 1,4 g.L"!. Outrossim, a pesquisa de Ding et al.
(2015) demonstrou a viabilidade de cultivar microalgas em &guas residuais de fazendas
leiteiras, com uma dilui¢fio de 5 vezes, produzindo um peso seco de 0,86 g.L"! e remocao efetiva
de nutrientes. Desse modo, ¢ possivel observar a nogao de que o crescimento de microalgas esta
de fato ligado a remocdo de contaminantes, particularmente carbono organico, nitrogénio e

fosforo.
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Figura 15 — Peso seco celular no tratamento de soro do leite em funcdo da taxa de reposicao volumétrica para Cw
em a), Cyvz em b), Cuvri em ¢) e Cpmz em d).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A relevancia do peso seco celular ap6s a realimentagdo em um processo de remocgao de
poluentes utilizando microalgas ¢ enfatizada em varios estudos, pois esta diretamente ligada a
disponibilidade de microrganismos para iniciar o proximo ciclo de tratamento semicontinuo.
Pacheco et al. (2019) e Saranya e Shanthakumar (2020) destacam o papel das microalgas na
biorremediacdo de efluentes enfatizando o impacto da adi¢do de CO2 no crescimento delas e
consequente remocao dos contaminantes.

O estudo de Spain, P16hn e Funk (2021) sublinharam ainda a importancia das microalgas
na remoc¢do de metais pesados, particularmente através do processo de biossor¢do facilitado
pela parede celular. Ademais, Almomani et al. (2019) acrescentaram a isto discutindo o
potencial das microalgas na remog¢ao de CO; e na absor¢ao de nutrientes oriundos de efluentes,
enfatizando a necessidade de condi¢des ideais para maximizar o seu desempenho. E, portanto,
notério destacar que essas pesquisas enfatizam a importancia do peso celular na eficiéncia dos

processos de remogao de poluentes baseados em microalgas.
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5.1.5 Avaliagdo do pH

Observando a representacao grafica de pH (Figura 16), ¢ evidente a imperatividade de
regular o pH quando o tratamento ¢ realizado pela microalga e ha uma maior estabilidade
quando hé o co-cultivo. A regulacdo do pH durante a etapa de tratamento do soro revela-se
fundamental em virtude de sua influéncia na atividade dos microrganismos e no desempenho
global do processo. Além disso, as microalgas preferem valores de pH entre 7,5-10 durante o
processo de tratamento do soro (MARAZZI et al. 2020). Os fungos filamentosos, por outro
lado, preferem pHs acidos, logo ¢ importante considerar uma faixa que seja adequada aos dois
grupos microbianos. Percebe-se que a faixa utilizada, entre 7,5-8,0 conseguiu manter o
crescimento microbiano, e consequentemente, um bom processo de tratamento.

Yu et al. (2022) verificaram que o controle de pH influenciou significativamente a
remocdo de nutrientes e o crescimento de microalgas, com a maior remogao € crescimento
ocorrendo em um pH de 7-8. Isso foi apoiado por Khalaji et al. (2021), que observaram
diferentes faixas de pH e como influenciavam na remoc¢do de nutrientes e crescimento das
microalgas em dguas residuais de leite. Os trabalhos de Biswas et al. (2021) e Costa, Cruz e Da
Rosa (2021) destacaram o potencial das microalgas no tratamento de efluentes lacteos e como
o controle do pH contribuiu para a diminuicao drastica no teor de nutrientes € DQO.

Da mesma forma, Marazzi et al. (2020) observaram uma sinergia entre microalgas e
bactérias no tratamento de efluentes do processamento do soro de leite, sendo o crescimento
das microalgas e a remog¢ao de nutrientes influenciados pelo pH.

O estudo realizado por Yu et al. (2022) enfatizou ainda a importancia do controle do pH
no cultivo de microalgas, pois afetou significativamente a remo¢do de nutrientes e o
crescimento de microalgas.

E importante ressaltar que a fase inicial de decomposi¢do da matéria organica,
impulsionada por bactérias e fungos, ¢ acidogénica, levando a uma queda no pH que pode
comprometer a viabilidade celular, principalmente das microalgas (ARUNA, SIVARAMAN e
ASHA, 2020; MAGYAR et al., 2021). No entanto, percebe-se que durante o co-cultivo, as
quedas de pH foram menos acentuadas, evidenciando um maior tamponamento quando esses

microrganismos sao cultivados em conjunto.
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Figura 16 — pH durante o tratamento dos efluentes Cm1 ¢ CmF1 em fungdo da taxa de reposi¢do volumétrica. A)
40 %, B) 60% referentes a Cmi, € C) 40%, D) 60% referentes a Cwmri, respectivamente. pH durante o tratamento
de soro do leite Cm2 e Cmr2 em funcdo da taxa de reposicdo volumétrica. E) 40 %, F) 60% referentes a Cmo

experimental, e G) 40%, H) 60% referentes a Cyvro.
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6 CONCLUSAO

r

Diante dos dados apresentados, ¢ incontestavel que a simbiose entre o fungo
Cunninghamella echinulata e a microalga Tetradesmus obliquus se revela como uma estratégia
promissora para a eficiente remog¢do de contaminantes do soro do leite, notadamente DQO,
nitrogénio e fosforo total. O estudo abordou as dindmicas inter-relacionadas entre esses
organismos em diferentes condigdes operacionais dos biorreatores, tempo de tratamento, modo
semicontinuo, co-cultivo microalga/fungo e utilizagdo da aeragdo. Diante disso, a aplicagao de
estratégias para otimizagao do processo de tratamento avancado (terciario) de soro do leite em
reator aberto por microalgas revelou resultados promissores no que diz respeito a remocgao de
DQO, nitrogénio e fosforo total.

As taxas de reposicdo volumétrica (TRV) de 40 e 60% se consolidaram como bons
parametros para a manutengdo de um sistema em semicontinuo. Uma TRV de 60% diminuiu a
eficiéncia de tratamento quando a microalga foi utilizada sozinha, mas funcionou bem quando
a microalga esteve em co-cultivo com o fungo, mostrando que ha simbiose entre esses
microrganismos o que ajuda na estabilidade do sistema microalgal.

A aeracdo ¢ importante, visto que os fungos filamentosos sdo microrganismos
estritamente aerdbios, e ela também ajuda na agitagdo do sistema. Manter uma alta atividade
respiratoria ¢ importante na metabolizacdo de matéria organica. A andlise da variagao de pH
revelou um maior efeito tamponante quando a microalga foi co-cultivada com o fungo, o que
diminui a necessidade de ajustes constantes de pH ajudando na autonomia do sistema.

Diante desse contexto, a avaliagdo de parametros especificos na operagdo dos
biorreatores com diferentes classes microbianas desempenha um papel fundamental, pois ¢
essencial considerar fatores as necessidades nutricionais (carga organica e aeracao) e ambientais
(pH) dos microrganismos, assim como os fatores operacionais (modo semicontinuo e tempo de
tratamento).

O tratamento conseguiu alcangar os padrdes de lancamento exigidos pela legislacdo. No
entanto ressalta-se, que ¢ necessaria uma validagdo em maior escala do processo e buscar

otimizar a diminui¢ao do tempo de tratamento, aumentando taxa de remocgao do sistema.
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