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RESUMO

O processamento do leite, durante a producdo do queijo gera um subproduto o qual denomina-
se de soro do leite. Esse efluente possui uma elevada carga organica e em razdo disso ha a
necessidade de submeté-lo a um processo de tratamento adequado para que seu descarte ndo
ocasione impactos no ambito ambiental. Neste contexto, esse trabalho buscou avaliar a
eficiéncia do tratamento do soro do leite utilizando o fungo filamentoso do género
Cunninghamella echinulata, a microalga da espécie Tetradesmus sp. LCE-01 e a associagdo
simbi6tica entre eles. O soro do leite foi caracterizado com os teores de Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO) (cerca de 2036 mg O, L), Nitrogénio Total (NT) (em torno de 60,7 mg N L-
1Y e Fosfato Total (FT) (de 27,05 mg PO4* L1). Notou-se uma elevada eficacia na reducéo dos
teores dos poluentes através da interacdo simbiotica, quando comparado aos valores obtidos
pelo uso dos monossitemas (microalga ou fungo), alcancando assim taxas de remocéo de até
86% para DQO, 77% para NT e 96% para FT. Estes resultados permitem concluir que a
interacdo simbidtica € a alternativa que mais se destacou frente a utilizacdo de microalga e

fungo separadamente, para tratamento de efluentes do soro do leite.

Palavras-Chave: Industria de laticinios, tratamento bioldgico, engenharia bioquimica.



ABSTRACT
The processing of milk during the production of cheese generates a by-product which is called
whey. This effluent has a high organic load and, as a result, there is a need to submit it to an
appropriate treatment process so that its disposal does not cause impacts on the environment.
In this context, this work sought to evaluate the efficiency of whey treatment using the
filamentous fungus of the genus Cunninghamella echinulata, the microalgae of the species
Tetradesmus sp. LCE-01 and the symbiotic association between them. The whey was
characterized with the contents of Chemical Oxygen Demand (COD) (about 2036 mg O, L),
Total Nitrogen (TN) (about 60.7 mg N L) and Total Phosphate (TP) (about 27.05 mg PO+* L
D). It was noted a high efficiency in reducing the levels of pollutants through symbiotic
interaction, when compared to the values obtained by the use of monosystems (microalga or
fungus), thus reaching removal rates of up to 86% for COD, 77% for TN and 96 % for TP. These
results allow us to conclude that the symbiotic interaction is the alternative that most stood out

against the use of microalgae and fungus separately, for the treatment of whey effluents.

Keywords: Dairy industry, biological treatment, biochemical engineering.
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1 INTRODUCAO

Em 2020, o ano de inicio da pandemia da Covid-19, a disponibilidade de leite no Brasil
aumentou 2,8%, com volume de 734,08 milhGes de litros superior a 2019. O aumento do
consumo de lacteos ao longo do ano refletiu-se em rentabilidade e estimulou os produtores. O
volume de leite adquirido pelos laticinios inspecionados atingiu recorde historico de 25,525
bilhGes de litros, alta de 2,1% em relacdo a 2019, segundo os dados da Pesquisa Trimestral do
Leite/IBGE. (EMBRAPA, 2020).

O soro de leite ¢ um subproduto da producdo do queijo rico em lactose e proteinas e que
se distingue pela sua cor amarelo-esverdeada, devido a presenca de riboflavina (vitamina B12).
Esse efluente, que contém cerca de 55% dos nutrientes encontrados no leite, € uma fonte valiosa
para o setor alimenticio, entretando a sua alta concentracdo de matéria organica o torna um
potencial poluidor caso seja descartado de maneira irregular, podendo ocasionar uma
diversidade de impactos ambientais (MERKEL; VOROPAEVA; ONDRUSKE, 2021).

Este residuo ainda se destaca por ser produzido em altas quantidades visto que para cada
quilo de produto formado sdo produzidos 9 litros de soro. Desta forma, em consequéncia da
composicao desse efluentes bem como a sua alta taxa volumétrica torna-se imprescindivel que
se desenvolvam alternativas economicamente viaveis e maneiras para promover 0 Seu
tratamento (ALVES et al., 2014).

E nesse contexto, que as microalgas e os fungos, individualmente, tém sido amplamente
estudados para a remocdo de poluentes presentes nos efluentes, como o nitrogénio e o fosforo.
Todavia, uma série de pesquisas nessa area vem consolidando os beneficios da utilizacédo
simbiotica entre esses microrganismos para o tratamento de diferentes tipos de dguas residuais
(ZHOU et al., 2012).

Desta forma, esse trabalho avaliou a eficiéncia do tratamento do soro do leite, utilizando
o fungo filamentoso do género Cunninghamella echinulata, a microalga da espécie

Tetradesmus obliquus LCE-01 e o consorcio entre eles.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Avaliar a eficiéncia do tratamento do soro do leite utilizando o fungo filamentoso do
género Cunninghamella echinulata, a microalga da espécie Tetradesmus obliquus LCE-01 e a

associacao simbiotica entre eles.

2.2 Especificos

eRealizar o tratamento do soro submetendo-o a esterilizagéo, diluicdo e inoculacdo do
fungo, da microalga e de sua associacéo.

eCaracterizar fisico-quimicamente as amostras coletadas através da determinacao de sua
demanda quimica de oxigénio (DQO), do teor de nitrogénio total (NT) e do teor de fosfato total
(FT).

eComparar a eficiéncia do tratamento realizado pelo consoércio microalga-fungo com os

monossistemas (microalga ou fungo filamentoso, individualmente).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Industria de Laticinios

A industria de laticinios € o segundo segmento mais importante da industria de
alimentos brasileira, estando atras apenas do setor de derivados da carne e tendo superando 0s
segmentos de beneficiamento de café, cha, cereais e também o de agUcares. O leite é usado para
fazer bebidas lacteas, leite fermentado, coalhada, queijos, leite em po, manteiga, creme, iogurte,
doce de leite, leite condensado, leite pasteurizado (integral e desnatado), leite UHT, ricota,
sobremesas lacteas, soro de leite e soro de leite em po.

As pequenas propriedades geram quase metade de todo o leite produzido no Brasil,
respondendo por 47% do volume total. O leite € o salario mensal de 1,2 milhdo de agricultores.
Mais de 4 milhGes de pessoas trabalham nos setores de laticinios e no campo com producéo
primaria, tornando o leite a maior atividade geradora de empregos do pais, gerando em 2016
R$ 27 bilhdes em receita ( IBGE, 2016). A producao de leite em 2017 foi de 34,9 bilhdes de
litros, com preco médio de R$ 1,32 por litro, gerando R$ 46,8 bilhdes em receita, segundo a
CNA (Confederacdo da Agricultura e Pecuéria do Brasil), esse nimero foi 3,3 % maior do que
no ano anterior. Em 2019 o Brasil produziu 34,8 bilhdes de litros de leite (IBGE,2020).

De acordo com as informagdes mais recentes da International Farm Comparison
Network (IFCN), a Arabia Saudita e a China no ano de 2020, possuem as maiores empresas
produtoras de laticinios do mundo. A China tem metade da lista, enquanto Arabia Saudita,
Russia e Estados Unidos possuem todo o restante. Com inimeras fazendas leiteiras, os maiores
produtores respondem por 1,1% da producao global de leite em 2018.

A industria de queijos produz trés tipos de residuos liquidos: o primeiro soro de leite
(resultado da produgéo do queijo), o segundo soro de leite (resultado da producéo de queijo
cottage) e as aguas residuais. Associado ao crescimento desse setor, ha também um crescente
aumento na geracgéo de residuos sélidos e liquidos. Como o potencial poluidor do soro de leite
¢ aproximadamente cem vezes maior que o do esgoto domestico, o seu descarte direta ou
indiretamente em cursos de rios sem nenhum tipo de tratamento gera um grande problema
ambiental, pois cada 1.000 L de soro de leite ndo tratados por dia é equivalente a poluicéo diéria
de 470 pessoas, devido ao seu elevado contetdo de substancias organicas, associado demanda
bioquimica de oxigénio (DBO) de 27 a 60 kg.m™, que ultrapassa o limite maximo permitido de
acordo com as normas ambientais (ALVES et al., 2014).

Além disso, grandes volumes de agua sdo requeridos pelos laticinios para operagoes
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com tubulages, tanques, pasteurizadores e limpeza de equipamentos, resultando em grandes
volumes de efluentes (CARVALHO et al., 2013). Segundo Brum et al. (2009) a higienizacédo
dos laticinios utiliza o sistema de limpeza “Cleaning In Place” (CIP) para circulagdo de solucdes
quimicas e enxaguantes a base de agua, bem como para limpeza mecénica de superficies, e €

amplamente utilizado como padrao de limpeza, seu processo € descrito na Figura 1.

Figura 1 — Sistema CIP de Limpeza.
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Fonte: Adaptado de BRUM et al. ( 2009)

De acordo com o Sistema Brasileiro de Respostas Técnicas (SBRT), o processo de
limpeza envolve o uso de acidos, refrigerantes e sanitizantes, que sdo trocados com recirculacéo
de &gua antes da injecdo do produto. As aguas provenientes deste processo, sdo constituidas por
diferentes dilui¢fes, que contém geralmente produtos quimicos acidos e alcalinos utilizados no
processo de lavagem, sendo as caracteristicas desse efluente sdo determinadas por fatores como
os produtos finais, tipo de sistema, método de operagdo, gestdo de residuos e clima
(CARVALHO et al., 2013). A Figura 2 mostra os parametros de caracterizacgdo do efluente de

soro de leite.
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Figura 2 - Parametros para efluente de soro de leite.

Parametros Efluente Soro de Leite
DQO (mg L) 18500 = 1400
DBO (mg L) 14800 = 1500

Turbidez (NTU) 1331 £219
Solidos Totais (mg L) 7650 = 600
Absorbancia 220 nm® 0.878 £0.105
Absorbancia 254 nm® 0334 = 0.045
Cloretos (mg L) 2407 £ 248
Nitrogénio (mg L) 337 7= 184
N-NH, (mg L) 364+73
Fosforo (mg L) 6603
Proteina (ug L) 043+ 6
Lactose (mg L) 1803

Fonte: Carvalho et al. (2013)

Brido et al. (2015), reitera a necessidade de reaproveitamento de 4gua e aproveitamento
de residuos, uma vez que o volume de efluente gerado pelos processadores é enorme e ha uma
grande demanda de agua para limpeza de equipamentos e tubulacdes. Além disso, o despejo de
efluentes de processadores de laticinios em corpos de agua aumenta o risco de eutrofizacéo,
fendmeno que ocorre quando ha aumento de nutrientes, especialmente fésforo e nitrogénio
provocando o surgimento excessivo de organismos como algas e cianobactérias. Um ambiente
eutrofizado acaba adquirindo uma coloracdo turva e a quantidade de oxigénio diminui, o que
causa a morte de vérias espécies (LACERDA et al., 2021).

Segundo a Resolugdo n° 430 de maio/2011, do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), os efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderdo ser langados
diretamente no corpo receptor apos tratamento prévio obedecendo as condicGes e padrdes
previstos como, por exemplo, pH entre 5 e 9, temperatura inferior a 40°C e ndo toxicidade aos

organismos aquaticos presentes no meio.

3.2 Soro do Leite

Na producdo de queijo e de caseina, que s&o derivados do leite cru, ocorre a obtencéo
de um residuo denominado soro do leite que varia entre a cor amarela e verde, podendo ser doce
ou &cido conforme o método de coagulacdo pelo qual foi obtido. Possui de 50% a 55% dos
solidos totais presentes no leite e também compostos como proteinas, lactose, calcio, fosforo,
magnésio, zinco e uma pequena porcao de gordura.

O sabor adocicado vem da coagulacdo enzimatica do leite, que é causada pela adicao
13



de uma enzima chamada renina, que tem a capacidade de coagular o leite e possui pH entre 6,3
e 6,6. E um subproduto da producéo de queijos como o Cheddar ou 0 Emmental. J& 0 soro &cido
é produzido pela acidificacdo do leite para a producdo de queijos como Camembert e Petit
Suisse (GIRALDO - ZUNIGA, 2004).

Os valores de composicdo do soro de leite revelam excelente qualidade nutricional,
sendo um insumo bastante utilizado na sua forma in natura como complemento da alimentagéo
animal ou em preparac6es lacteas para consumo humano (TRINDADE, 2018). No campo do
bioprocessamento, a rica composicao de agUcares residuais, minerais e soro de leite nitrogenado
é adequada para uso como substrato alternativo na producdo de bioprodutos derivados de
microrganismos como etanol, proteina unicelular, acido lactico, butanol, B-galactosidase

(MURARI et al., 2019).

3.2.1 Aplicagéo do soro do leite

A utilizacdo do soro do leite como matéria-prima na fabricacdo de novos produtos pode
agregar valor a esse subproduto, visto que seu uso estd ligado a nutricdo humana e animal,
geracdo de energia e reaproveitamento agricola. A Figura 1 retrata o processo de
beneficiamento do soro do leite, no qual ele é enviado para as industrias e € transformado em
soro modificado, soro concentrado ou pd. Essa valorizacdo melhora a vida atil dos produtos e
reduz o volume enviado aos sistemas de tratamento, no entanto como o soro é gerado em
grandes volumes ainda restam grandes quantidades de efluente a serem tratados (NUNES et al.,
2018).
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Figura 3- Processo de aproveitamento do Soro do Leite.

Producdo de queijo curado T Producdo de queijo fresco

Geracgdo de energia
Soro de leite liquido <
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Ragde animal Coagulante dcido
Soro doce Soro de acidez média ou dcido < Ragdo animal
Bebida lactea

| | |

Soro de leite
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Térmico [P
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-Osmose reversa Troca IGnica -UF UF
—Evaporacio
-Cristalizac8o
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Diversas aplicagdes
Em produtos
alimenticios

Fonte: Adaptado de NUNES et al. (2018).

O soro doce possui maior aplicacdo industrial podendo ser aproveitado ainda na forma
liquida direta ou para a producdo de queijos frescos (ricota ou cottage), bebidas lacteas e
fornecimento direto para alimentacdo animal. Quando na forma de p6, as aplica¢Ges do soro do
leite se expandem significativamente, pois pode ser adicionado a uma variedade de produtos
alimenticios como substituto parcial ou total do leite em p6. Os beneficios da substituicdo estdo
relacionados com um menor teor de gordura e lactose, bem como um aumento das propriedades
nutricionais em relagéo as proteinas, vitaminas e minerais. As desvantagens deste método de
aplicacdo sdo os altos custos dos equipamentos para transformacdo do soro liquido em pd
(MIRABELLA et al., 2014).

Com relagdo as aplicagdes industriais do soro acido em alimentos, sejam liquidos,
condensados ou em po, é possivel afirmar que estes apresentam limitagdes. Isso ocorre porque
0 soro de leite acido confere um sabor salinizado ou &cido aos alimentos, com isso, estudos
estdo sendo realizados para melhorar a aplica¢do do soro &cido em produtos para que tenham
uma alta aceitabilidade sensorial (OLIVEIRA et al., 2012).

Embora seja possivel a fabricacdo de produtos a partir do soro de leite, algumas
indUstrias ndo dispdem de conhecimento técnico e condi¢des financeiras para aplicar certas

tecnologias de transformac&o, tornando necessaria uma alternativa para o destino adequando
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desse efluente. Quando n&o ocorre a valorizagdo do soro, ele é considerado um efluente muito

concentrado, caracterizado por uma alta DQO, baixo pH e alcalinidade (DERELI et al., 2019).

3.2.2 Tratamento do soro do leite

O soro do leite se destaca como um dos principais efluentes da industria de laticios tanto
por conta do grande volume que é gerado, cerca de 9 L para a para cada quilo de produto
formado, quanto em razdo da sua composi¢do, que alem de variada possui altas concentracdes
de poluentes. Estudos mostram que aproximadamente 40% do soro de leite produzido no Brasil
¢ descartado de forma ineficiente, principalmente por pequenas e médias empresas,
transformando-o em um residuo industrial nocivo ao meio ambiente, potencialmente capaz de
alterar tanto a composicao do solo quanto reduzir a oxigenacéo de rios e lago (DE PAULA et
al., 2011; SANTIN, 2020).

De forma geral, a composicdo fisico-quimica do soro do leite apresenta altas
concentragdes de DQO (50-102 g.L ™) e DBO (27-60 g.L ™), o que torna a carga organica do
mesmo aproximadamente cem vezes maior do que a das aguas residuais domésticas comuns.
Além disso, seus solidos suspensos totais estdo em torno de 1,3 a 22,0 g.L* e a sua salinidade,
que possui um valor elevado e uma condutividade de cerca de 8 mS.cm™, ¢ oriunda da adic&o
de NaCl no processo de fabricacdo do queijo e do tipo de soro que é produzido. Outros
componentes que constituem o soro do leite sdo os acidos citrico e latico (0,02 a 0,05%),
compostos de nitrogénio ndo proteicos, como a ureia e o0 acido Urico e vitaminas como a do
complexo B (PENESAR et al, 2007; PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012; CARVALHO;
PRAZERES; RIVAS, 2013).

Os métodos tradicionalmente utilizados no tratamento do soro do leite consistem em
processos fisico-quimicos de alto valor agregado, seja por conta da aquisicdo de produtos
quimicos e pela necessidade de pds-tratamentos ou pelos gastos energéticos e associados a
implementacdo de sistemas operacionais para esse tipo de tratamento. Tais fatos, tornam a
remediacao desse efluente um processo inviavel, principalmente para as inddstrias de pequeno
e médio porte. Em raz&o disso, mecanismos alternativos tem sido avaliados para o tratamento
desse tipo de efluente dentre eles destaca-se a biorremediacéo, a qual é definida como como um
processo que buscar utilizar a capacidade microbiana para reduzir a concentracdo dos poluentes
a niveis ndo dectaveis, ndo toxicos ou aceitaveis (PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012).
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3.3 Microalgas

Microalgas ¢ um termo comumente utilizado, que se refere a um grupo amplamente
diverso de microrganismos fotossintéticos. Espécies de microalgas podem ser encontradas em
uma variedade de ambientes aquaticos, incluindo agua doce, salobra e salina. As microalgas
sdo organismos diminutos que realizam fotossintese e utilizam o didxido de carbono como fonte
nutricional para o crescimento, além de desempenhar um papel importante nos ecossistemas
(SANCHEZ-SILVA et al., 2013).

Segundo Parmar et al. (2011) além da clorofila, as estruturas celulares desses
organismos contém outros pigmentos, acessorios de protecdo e captura de luz que
proporcionam alta capacidade fotossintética permitindo converter até 10% da energia solar em
biomassa, percentual superior ao de outras plantas convencionais, que tém porcentagens de
conversdo de 1 e 5%, respectivamente. Na aplicacdo da cultura de microalgas para producéo de
alimentos, compostos de valor comercial e outros produtos finais, a eficiéncia no uso da luz
solar, sal e aguas residuais, bem como a adaptabilidade a terrenos &ridos, torna-se um potencial
adicional (KHAN et al., 2021).

Apesar de as microalgas serem conhecidas ha muito tempo, os estudos sobre elas
comecaram a ser realizados recentemente. As microalgas tornaram-se populares como possivel
fonte de alimento por volta do final da década de 1940 e inicio da década de 1950. Na década
de 1960, a poluicdo da agua serviu de estimulo para 0 aumento das pesquisas sobre esses
microrganismos, com o objetivo de determinar se eles poderiam ser usados como remediadores.
Na década de 1970, as microalgas foram reconhecidas como uma fonte potencial de
combustivel renovavel e apos isso elas foram usadas como fontes de produtos de alto valor,
principalmente nutracéuticos (SYDNEY, 2009).

Sua composicdo estd de modo direto ligada & natureza de cada espécie, pois fatores
ambientais da regido onde é cultivada influenciam seu metabolismo, como o nitrogénio, que,
por exemplo, tem impacto na producéo de lipidios e proteinas em microalgas dependendo da
sua concentracdo. A incidéncia de luz desempenha um papel na producéo de pigmentos em
microalgas. Como resultado, o local escolhido e 0 método de cultivo estardo diretamente

ligados ao objetivo preciso de crescimento (CARDOSO et al., 2011).

3.3.1 Microalgas do Género Tetradesmus
Os géneros de microalgas verdes Tetradesmus, Acutodesmus, Desmodesmus e
Scenedesmus apresentam semelhancas fisicas. A parede celular da Tetradesmus € composta
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principalmente de carboidratos neutros (glicose, manose, frutose e ramnose) e aminoacidos.
Um anico cloroplasto cobre toda a superficie interna de cada célula, e um pirendide €
encontrado no centro da célula. A espécie se reproduz assexuadamente liberando autdsporos
quando a parede celular é rompida (OLIVEIRA et al., 2021).

Esse microrganismo consegue se desenvolver em ambientes heterotroficos e
mixotréficos e possui uma rapida taxa de desenvolvimento, sendo excepcionalmente resistente
a condicBes adversas, altas temperaturas e irradiacdo, 0 que o torna ideal para producdo em
larga escala. Varios estudos mostraram que o género Tetradesmus pode prosperar em aguas
residuais ricas em nitrogénio e fosforo (FERREIRA et al., 2019; GUPTA et al., 2016;
MARTINEZ et al., 2000). A capacidade das microalgas de se desenvolver em aguas residuais
¢ atraente porque permite que os poluentes sejam convertidos em biomassa (BRENNAN &
OWEDE, 2010; YANG et al., 2018).

Além de seu uso na producdo de biocombustiveis, o género Tetradesmus atraiu
recentemente a atencdo de pesquisadores e desenvolvedores da industria como biomaterial e
biocomponente para a formulacdo de compositos funcionais para aplicacdes ambientais
emergentes, como tratamento de aguas residuais (MATA et al., 2012), desenvolvimento de
biossensores (WEI et al., 2010), nutricdo de plantas (RENUKA et al., 2016) e aquicultura
(TEJIDO-NUNEZ et al., 2019).

3.4 Fungos Filamentosos

Os fungos desempenham um papel crucial nos ciclos biogeoquimicos, bem como na
degradacéo, uso e transformacéo de substratos organicos e inorganicos. O metabolismo fangico
é empregado na biotecnologia ambiental , degradacdo da poluicdo orgéanica e impactos
prejudiciais quando essas vias estdo comprometidas, ressaltando sua importancia
biotecnoldgica (GADD, 2004).

Os fungos sdo responsaveis pela maioria das transformacbes que caracterizam a
ciclagem da matéria organica no meio ambiente, pois possuem uma rapida capacidade de ajustar
seu metabolismo a variadas fontes de carbono e energia, permitindo-lhes prosperar em uma
variedade de ambientes. Esta situacdo estd associada a criagcdo de um grande nimero de enzimas
ndo especificas que podem degradar polimeros derivados de plantas, bem como uma ampla
gama de outros compostos organicos (SAROJ et al., 2015).

Devido ao seu crescimento apical e capacidade enziméatica e metabolica, os fungos

filamentosos benéficos possuem um grande potencial industrial, trazendo diversas aplicacdes
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como produgdo de enzimas extracelulares (amilase, lipase, inulinase, pectinase, renina e
protease), producéo de bioemulsificantes e producdo de pigmentos, entre outros bioprodutos
(SANTIAGO et al., 2013).

3.4.1 Fungos do Género Cunninghamella

Dentro da ordem Mucorales, o género Cunninghamella é um dos mais abundantes. O
género contém espécies que podem ser encontradas no solo e em outros substratos organicos.
Os representantes apresentam colénias com desenvolvimento rapido, cores que variam do
branco ao cinza, esporangioforos eretos que se ramificam e vesiculas piriformes ou globosas
com muitos esporangiolos no final de cada ramo (KHAN et al., 2021)

As espécies de Cunninghamella sdo bastante sensiveis a mudancas modestas no meio
de cultura, principalmente em termos de fontes de carbono e nitrogénio, e 0 mesmo isolado
quando cultivado em diferentes meios pode apresentar diferencas fenotipicas, fato que também
ocorre quando ele é submetido a alteragdes na temperatura (ASHA; VIDYAVHATI, 2009)

Os genéros Cunninghamella bertholletiae, elegans e echinulata sdo os fungos mais
estudados. Cunninghamella bertholletiae e Cunninghamella elegans possuem altos
rendimentos de quitina e quitosana em suas paredes celulares, que sdo utilizadas em processos
de biodegradacdo, biorremediacao, biotransformacéo e biossorcdo de metais. Eles também tém
estruturas reprodutivas semelhantes e sdo patogénicos em animais e humanos. O
Cunninghamella echinulata é uma das espécies mais investigadas, pois produz acido-linoleico
e lipidios utilizando uma variedade de meios de cultura, incluindo glicose, casca de laranja e
residuo de tomate (ROSSI et al., 2011; VICENTE et al., 2010).

19



4 METODOLOGIA

4.1 Efluente Bruto

Em dezembro de 2021, o soro do leite oriundo da producao de queijo coalho foi obtido
no Instituto Federal de Alagoas (IFAL) - Campus Satuba. Ele foi levado ao Laboratorio de
Tecnologia de Bebidas e Alimentos (LTBA) do Centro de Tecnologia (CTEC) da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL), onde passou por processo de filtracdo simples em
papel de filtro qualitativo, e centrifugacéo (3500 rpm e 15 min) para remocao apenas da parte

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

4.2 Espécies de Fungo Filamentoso e Microalga

A microalga utilizada foi a espécie Tetradesmus sp. LCE-01. Ela foi mantida em meio
solidificado de &gar nutriente (Kasvi®), e em meio liquido para uso como inoculo de BG-11
(blue-green medium) (RIPPKA et al., 1979).

A espécie de fungo filamentoso usada nesse estudo foi Cunninghamella echinulata
(Thaxt) UR-M 7150, As espécies fangicas foram mantidas em meio BDA (Batata Dextrose
Agar), esterelizado a4 121°C, 1 atm por 15 min em autoclave. Ap6s seu crescimento, durante um
periodo médio de 10 dias, os esporos foram coletados por uma solugéo estéril de Triton 0,1%
(v/v) para formar a suspensao de esporos, a qual teve sua concentracdo determinada a partir do

procedimento de contagem em camera de Neubauer em miscroscépio éptico.

4.3  Caracterizagao Fisico-Quimica

As biomassas obtidas durante o processo de tratamento foram coletadas e submetidas
a uma analise de peso seco celular, ja o efluente tratado passou por uma anélise fisico-quimica
para quantificar a eficiéncia do processo a partir da determinacdo da demanda quimica de
oxigénio (DQO), e do teor de nitrogénio total (NT) e do teor de fosfato total (FT).

4.3.1 Peso seco celular e pH

Ap0s os sélidos serem separados na etapa de centrifugacdo foram transferidos para
capsulas de porcelana previamente aferidas e levadas para uma estufa a 105 °C por 2h, ou até
gue o peso fique constante, em seguida foi levado para um dessecador por 15 minutos e
pesado.

Célculo:
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Peso Seco celular (PS) (mg/L) = N7.106 (1)
Onde:

N = massa do residuo seco (massa da capsula com o extrato seco menos a tara da
capsula) em g;

V = volume tomado da amostra em mL.

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

as instruc6es do manual do fabricante (TECNAL).

4.3.2 Demanda Quimica de Oxigénio — DQO (Método de digestao do dicromato)

Os tubos de ensaio foram lavados com H2SO4 20% para eliminacdo de interferentes
de amostras anteriores. Foi adicionado aos tubos 2,5 mL da amostra previamente filtrada,
1,5mL da solucdo de digestdo (dicromato de potassio e sulfato de mercurio) e 3,5mL do
reagente acido sulfurico (sulfato de prata diluido em &cido sulfdrico). Os tubos foram
colocados num bloco digestor a 150°C por 2h. Apdés atingir a temperatura ambiente foram
realizas leituras no espectrofotobmetro a 600nm (Shimadzu, UV-mini 1240) (AOAC, 2002).
O valor obtido no espectrofotdmetro é expresso em mgOz L de DQO. A curva padrio foi
reaizada utilizando-se biftalato de potassio

Para o preparo da solucdo de digestao adicionou-se em 125 mL de &gua destilada 2,554
g de dicromato de potéssio (K2Cr207), previamente seco em estufa a 103°C por 2 horas, 41,75
mL de &cido sulfarico, 8,325 g de HgSO4. Apos dissolver e esfriar o volume do baldo
volumétrico de 250 mL completou-se com agua destilada.

Para o preparo do reagente acido sulfdrico foram adicionados 2,03g de sulfato de

prata (Ag2SO4) em 200 mL de &cido sulfarico concentrado.

Célculo:

Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) (%02) = fc. Abs. Diluigdo (2)

Onde:
fc = Fator da curva de calibracdo que Segundo Medeiros (2022) foi de 3079,7,
Abs = Valor da Absorbancia obtida em espectrofotémetro;

Diluicao = Diluicdo da amostra.
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4.3.3 Nitrogénio Total (Método de Kjeldahl)

Para a determinacdo do Nitrogénio total o primeiro passo consistiu na digestdo da
matéria organica. Para isso foram adicionados 5 mL da amostra, 1g de mistura catalitica
(sulfato de sadio, sulfato de cobre e didxido de selénio na propor¢do 100:1:0,8) e 10 mL de
acido sulfurico PA (em capela), em tubos de Kjeldahl, e em seguida aquecido em bloco
digestor, a temperatura foi elevada suavemente até ter atingido cerca de 300°C, as amostras
digeridas apresentaram coloracao incolor ou levemente esverdeada.

Na segunda etapa ocorreu a destilacdo do nitrogénio. Nos tubos onde aconteceu a
digestdo, apés atingirem a temperatura ambiente, foi adicionado um pouco de &gua
cuidadosamente, e 2 gotas de fenolftaleina 1% sendo em seguida acoplados no destilador de
nitrogénio, por fim adicionou-se NaOH 40% até atingir um pH alcalino (mudanca da
coloracdo para rosa). Apds isto, foi iniciado o processo de aquecimento da amostra sendo o
destilado coletado em um erlenmeyer de 250 mL contendo 25 mL de &cido bérico 4%, 2 gotas
do indicador vermelho de metila 0,25% e 2 gotas do indicador verde de bromocresol 0,2%. A
destilacdo ocorreu até se recolher um volume de destilado de aproximadamente 100mL.

Por fim, a solucdo do erlenmeyer foi titulada com acido cloridrico 0,001 N padronizado

até o aparecimento da coloracdo rosada (1AL, 2005).

Calculo:

o Vet |
Nitrogénio Total (NT) % — HCfug .NVHCl 14000 .
Onde:

Vet = Volume gasto na titulagdo com &cido cloridrico;

f = Fator de correcdo da solugéo de &cido cloridrico;

N = Normalidade &cido cloridrico;

V = Volume da amostra.

Para a padronizacdo da solucéo de acido cloridrico: Colocou-se uma certa quantidade
de carbonato de sodio (Na2COs PM=106) em estufa a 100°C por 1h, e em seguida deixou
esfriar em dessecador por cerca de 15 minutos. Fordo pesados 0,259 de bicarbonato isento de
umidade, e dissolvido em agua isenta de CO2 (previamente fervida) e adicionados 2 gotas de
alaranjado de metila. Por fim a solucgéo foi titulada com a solugdo de HCL até a primeira
coloragéo.

Calculo:

f= 2*m (4)

0,064V Nyl

Onde:
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f = Fator de correcdo da solugdo de &cido cloridrico;
m = massa do bicarbonato;
Vher = Volume gasto na titulagio com 4&cido cloridrico; N = Normalidade &cido

cloridrico.

4.3.4 Determinacao de Fosfato Total (Método do acido ascorbico)

Em tubos de ensaio foram adicionados 1mL de agua destilada da amostra e 0,4 mL da
solucdo desenvolvedora de cor, tampou-se 0s tubos e aguardou-se cerca de 30 minutos, em
seguida foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro a 706nm (AOAC, 2022).

A solucdo desenvolvedora de cor foi formada pela fracdo das solucdes dada a seguir e
possui estabilidade de 4 horas: A =0,5; B=0,05; C=0,15; D=0,3.

Solucédo A: &cido sulfarico 5 N;

Solucdo B: tartarato misto de antimbnio e potassio hemihidratato: 1,3715g de
K(SbO)C4H206.1/2H20 para 500 mL de agua;

Solucéo C: mobilidato de aménio: 20 g de (NH4)sM07024.4.H20 em 500mL de agua;

Solucdo D: &cido ascérbico 0,01M, 0,44 g paral00 mL de &gua.

Calculo:

Fosfato Total (FT)(P03") (%) = fc. Abs. Diluicio (5)

Onde:

fc = Fator da curva de calibracéo que segundo Medereiros (2022) foi de 10,189;

Abs = Valor da Absorbancia obtida em espectrofotémetro;

Diluicdo = Diluicdo da amostra.

Para a conversdo em fosforo basta multiplicar pela relacdo entre as massas moleculares

de fdsforo e fosfato, de 31 e 95 g/mol, consistindo de um fator 31/95.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Caracterizacao Fisico-Quimica do Soro do Leite

Medeiros (2022) na caracterizacdo fisico-quimica do soro do leite utilizado no estudo
realizou as andlises de determinagdo da demanda quimica de oxigénio (DQO), do teor de
nitrogénio total e do teor de fosforo total. A Tabela 1 mostra que o soro contém grandes
quantidades de DQO, além de elementos importantes para o metabolismo dos

microrganismos, como nitrogénio e fosforo.

Tabela 1- Caracterizacdo fisico-quimica do soro do Leite.

Parametro Soro do Leite
DQO (mg Oz L) 52.886,90 + 269,25
Nitrogénio total (mg N.L™) 1.563,82 + 35,00
Fosfato (mg PO4% L) 663,50 + 12 (ou 216,51 + 4, em termos de fosforo total)
pH 6,33

Fonte: MEDEIROS (2022).

Rico et al. (2015) corroboraram essas altas quantidades, obtendo 59.300 mgO.L™?, 139
mg L e 217 mg L de DQO, nitrogénio e fosforo, respectivamente, para o0 soro. A composicao
do soro pode variar devido a uma variedade de fatores, incluindo a qualidade e composicéao do
leite, a tecnologia utilizada no processo de fabricacdo e sua eficiéncia e/ou rendimento, todos
0s quais contribuem para as caracteristicas tnicas do soro. E importante ressaltar que mesmo
gue o soro contenha varios nutrientes que promovem o crescimento das microalgas e dos
fungos, ele também pode ser toxico para esses microrganismos devido a sua alta carga organica,

fazendo com que o crescimento deles seja limitado.

52 Remocéo de DQO, NT e PT

Os valores de remogédo de DQO em fungéo da concentragdo do soro do leite encontram-

se demonstrados na Figura 4.
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Figura 4 - Remocédo de DQO em diferentes concentracdes de soro do leite.
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Fonte: AUTOR (2022)

A anélise das remog¢des de DQO mostraram comportamentos diferentes, em funcao dos
agentes removedores. Foi possivel notar elevada eficacia na remocéo de carga organica através
da interacdo simbidtica (66 — 86%) quando comparado, principalmente aos valores de remogéo
com microalga (7- 25%), o fungo apresentou uma boa remocéo (39-80%), contudo o consorcio
ainda foi mais eficaz obtendo-se assim mais de 80% de remocéo, o que confirma a efetividade
da juncdo microalga e fungo. Xu et al. (2021) introduziram a vitamina B12 no sistema
simbiodtico de Chlorella. vulgaris-Ganoderma. lucidum ou Chlorella. vulgaris—Pleurotus.
ostreatus, e relataram valores significativos na remocdo de DQO, NT, PT. Apds 10 dias de
tratamento de uma pasta de biogas com DQO inicial de 1000 mg O, L*, foram removidos um
percentual de no maximo 75,98 + 6,26% desse poluente quando utilizada a simbiose formada
pela Chlorella. Vulgaris e Ganoderma. Lucidum, quando utilizado uma concentracdo de 100
mg L~ de vitamina B12.

Em se tratando da remocao de nitrogénio e fosfato, os dados estdo dispostos nas Figuras
5e6
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Figura 5- Remocéo de Nitrogénio em diferentes concentrages do soro do leite.
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Figura 6 - Remocéo de fosfato em diferentes concentracfes do soro do leite.
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As melhores taxas de remocédo de NT (nitrogénio total) e FT (fosfato total) foram obtidas
através da interacdo simbidtica (microalga + fungo), apresentando a variacdo 38-77% de
remocdo de NT e 92-96% de remocdo de FT. Na remocdo de nutrientes, como o fésforo, o
tratamento com microalgas demonstrou certa limitagdo. Isso pode ter ocorrido em razéo do soro

do leite conter muitas macromoléculas, dificultando o consumo desse pluentes pelas microalgas
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(CHERNICHARO, 2008).

Como pode ser visto, a interacdo simbiotica foi bem sucedida na remocdo desses
poluentes e fornece uma alternativa viavel para o tratamento do soro do leite, bem como de
outros tipos de efluentes.

Em Zhou et al. (2012), os autores avaliaram a eficiéncia do tratamento de &guas
residuais que apresentavam 1660 mg/L de DQO, 136 mg/L de NT, 1,86 de PT e 89,1 mg/L de
NH;-N, través do consorcio da Microalga Chlorella vulgaris UMN235 e duas espécies fungicas
isoladas localmente Aspergillus sp. UMN FO1 e UMN FO02. Os pellets de fungos-algas filtrados
foram reutilizados como células imobilizadas para &guas residuais de tratamento e as taxas de
remocao de nutrientes foi de 100, 58,85, 89,83 e 62,53% (para concentrado) e 23,23, 44,68,
84,70 e 70,34% (para aguas residuais diluidas de suinos) para amonia, nitrogénio total, fosforo
total e demanda quimica de oxigénio, respectivamente, em cultivos de 1 e 2 dias. A nova
tecnologia desenvolvida foi altamente promissora em comparagao com as atuais tecnologias de
colheita de algas e tratamento biolégico de aguas residuais na literatura.

Outro exemplo, foi o trabalho de Zhou et.al (2018) que avaliaram interacdes entre co-
cultivo de Chlorella vulgaris e Ganoderma lucidum com 55% de teor inicial de CO;
apresentando uma concentracdo de 1024 mg/L de DQO, 209 mg/L de NT e 22 mg/L de PT. A
eficiéncia média de remogdo de DQO, TN, TP e CO2 chegou a 68,29%, 61,75%, 64,21% e
64,68%, respectivamente nesta condi¢cdo. Todas as maiores eficiéncias de remoc¢do de DQO
NT, PT e CO; foram superiores a 85%. Por fim, a exploracdo de interacdes simbidticas foi
altamente viavel para melhorar promover simultaneamente a purificacdo bioldgica de aguas
residuais e biogas por meio da simbiose microalga-fungica.

Podemos ver o potencial de remocdo de DQO, nitrogénio e fosforo por meio de
interacOes simbioticas alga-fungo, atingindo percentuais de remogéo de 90 %, com base nos

dados fornecidos e na literatura discutida.

5.3 pH
Foi realizado o teste de pH para o soro de leite contendo a microalga Tetradesmus sp.
LCE-01 e o fungo filamentoso do género Cunninghamella echinulata, os resultados obtidos

estdo na Tabela 2.
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Tabela 2 — Valores dos testes de Ph para as espécies.

Tempo (h) pH Microalga pH Fungo ] PH
Microalga+Fungo

0 8,5 7,5 7,5

24 6,5 6,5 7,42
48 7 6,3 7,54

72 7,5 6,2 7,2

96 7,6 6 7,39
168 9,36 55 7,35

Fonte: AUTOR (2022)

O pH esta diretamente ligado com o bom funcionamento celular das microalgas, por
isso o seu controle é de vital importancia para o melhor desenvolvimento dos cultivos, nota-se
que o pH variou significativamente ao completar 24 e 168 h para o cultivo da microalga, porém
mantendo-se estavel para os demais. De acordo com a literatura, o crescimento de microalgas
proporciona alcalinizagdo do meio pelo uso de carbono inorganico pelas microalgas para o
crescimento celular, diminuindo sua concentracdo no meio e for¢ando o equilibrio carbonato -
bicarbonato no sistema (BERENGUEL et al., 2004). Porém, quando ocorre contaminacdo por
bactérias elas promovem a queda do pH e fazem com que o efluente se torne acido. Assumindo
que a microalga prospera de forma mais eficaz em um pH alcalino, essa condigéo requer ajustes
de pH praticamente diarios. Durante a realizacdo deste estudo, foi monitorado diariamente o
pH do monossistema de microalgas, inicialmente fixado em 8,5, onde apresentou alteracdes
entre 6 e 7 nos primeiros quatro dias de tratamento, sendo necessario o uso de hidroxido de
sodio como controle e para manter o crescimento de biomassa. O pH do meio tornou-se alcalino
(proximo a 10) ao final do procedimento, indicando que a microalga cresceu efetivamente.

O fungo filamentoso, quando utilizado em sistemas de tratamento, promove a liberacéo
de acidos orgénicos no meio, tornando-o acido, segundo a literatura (CHOI et al., 2016). Isso
foi confirmado pelo fato de que durante o periodo de remediacéo do soro do leite, 0 pH medido
no monossistema diminuiu de 7,5 para 5,5. Como esses microorganismos podem se adaptar a
mudancas no meio, ndo houve necessidade de modificar o pH nesta circunstancia.

Nesse sentido, a utilizacdo do consorcio microalga-fungo agrega beneficios ao sistema,
pois o pH do meio, inicialmente fixado em 7,5, manteve-se estavel durante todo o periodo de
tratamento, ficando na faixa de 7,3 a 7,5 e ndo necessitando de controle adicional durante o
periodo de tratamento permitindo, assim, que o efluente final estivesse dentro dos padrfes de
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descarte.
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A figura 7 demonstra o resultado de crescimento de cada espécie.

Figura 7- Crescimento das espécies em amostras contendo diferentes concentragdes de soro do leite.
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A microalga apresentou um maior crescimento em apenas dois pontos de concentracéo
de soro: 0,5% obteve-se uma massa seca de 121,18 mg L™ e 4% uma massa seca de 267,06 mg
L. Portanto, o soro fornece nutrientes que auxiliam no crescimento de microalgas, pois maior
biomassa foi formada em concentragdes mais altas como em 4 % de soro de leite, indicando
gue a quantidade de nutrientes necessarios em 1 e 2 % de soro foi minima.

O crescimento do fungo e da interacdo simbiotica (microalga + fungo) nas diferentes
concentragfes apresentaram um comportamento linear. Neste trabalho verifica-se que a
presenca dos fungos néo inibiu o crescimento das microalgas apresentando uma maior
quantidade de massa seca de cerca de 540 mg L, nesta simbiose mutuamente benéfica. Isso
ocorre pois 0s fungos consomem os agucares e nutrientes produzidos pelas algas através da
fotossintese e, em contrapartida, o fungo confere protecéo as algas retendo 4gua, servindo como
maior area de captura de nutrientes minerais e, em alguns casos, fornece minerais obtidos do
substrato (MURADOV et al., 2015).

O mesmo foi observado por Jiang et al. (2019) no qual, avaliaram a eficiéncia de

remocao de nutrientes em aguas residuais em um sistema simbidtico algas-fungos de Chlorella
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variabilis NC64A e Ganoderma lucidum, obtendo um sistema simbidtico que produziu mais
biomassa do que os grupos de microalgas e fungos separadamente, onde grupos com uma
proporcéo de massa de algas para fungos de 1:3 atingiram valores maximos de massa seca (890
mg L) e concentragio de clorofila (2885 mg L™). O valor de pico da concentragio de massa
seca em uma alga para razéo de massa de fungos de 1:3 foi quase duas vezes maior que a do
algas ou fungos sozinhos. O valor méximo da concentracdo de clorofila em uma proporcao de
massa de algas para fungos de 1:3 foi 1,84 vezes maior do que o sistema de algas sozinhas.
Esses resultados mostraram que a adicdo de fungos levou a uma maior biomassa do sistema, e

a respiracdo de fungos pode elevar a fotossintese de algas dentro dos sistemas.
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6. CONCLUSOES

Em suma, através dos dados apresentados pode-se concluir que o consoércio microalga-
fungo, apresenta uma maior remocdo de DQO, NT e PT, quando comparado aos
monossistemas.

Em se tratando do pH, ele se manteve constante durante todo o tempo ao utilizar a
simbiose, 0 que ndo acontece com o uso dos monossistemas, visto que o fungo acidifica 0 meio
enguanto a microalga alcaliniza, fazendo com que sejam necessarias corre¢des em seu pH.

Um outro beneficio alcancado com o consécio é relacionado a producdo de biomassa
microbiana, que apresentou concentracfes maiores do que as encontradas quando se fez uso
dos microrganismos de forma individual.

Desta forma, pode-se concluir que a interacdo simbidtica foi bem sucedida, ganhando
destague frente os outros agentes separadamente na remocao dos fatores estudados, fornecendo

uma alternativa mais eficiente para o tratamento do soro do leite.
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