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RESUMO

A vinhaca € um residuo da inddstria sucroalcooleira altamente poluente e gerado em grandes
guantidades. O cultivo de microalgas em vinhaca é uma maneira de utilizar e tratar o residuo,
economizar com a producdo de meios de cultura e gerar biomassa com alto valor agregado.
Diversos estudos abordam este possivel uso, mais ainda faltam investigacGes que aprimorem as
condicBes para tornar sua aplicacdo em larga escala viavel. Sdo ainda necessarios estudos para
selecdo de cepas tolerantes a vinhaca, tratamentos do residuo menos custosos, além de medidas
de produtividade da biomassa algal que considerem 0s microorganismos contaminantes
inerentes a cultivos em residuos, tais como fungos e bactérias. Neste estudo foram selecionadas
condi¢fes menos custosas para realizacdo de dois tratamentos do residuo, a centrifugagdo e a
adsorcao em argila esmectita e carvao ativado, que foram comparados ap6s este melhoramento.
A centrifugagdo foi mais viavel econdmica e ambientalmente e, por isso, foi adotada no decorrer
desta pesquisa. Dez cepas de microalgas foram cultivadas em diferentes concentra¢es do
residuo centrifugado e as espécies mais produtivas foram selecionadas. Foram avaliadas as
eficiéncias da aclimatacéo e selegdo artificial das microalgas para o incremento da producédo de
biomassa nos cultivos das oito espécies selecionadas. Os resultados mostraram que estes
processos bioldgicos ndo foram eficientes no aumento das produtividades. Realizando cultivos
em concentragdes predeterminadas de vinhaca tratada, foram obtidas maiores biomassas secas,
biovolumes celulares, produtividades e quantias de proteinas totais do que nos controles em
BG11. Além disso, as biomassas produzidas em vinhaga tiveram baixa propor¢do de
contaminantes, de até 22%. Haematococcus pluvialis, Scenedesmus quadricauda e Tetraselmis
gracilis se destacaram em relagdo a alta produtividade. Todas as cepas avaliadas apresentaram
metabolismo mixotrofico, mas com diferentes propor¢des quanto ao uso de carbono inorganico
e organico. Avaliando concepcOes de alunos do ensino fundamental em relagdo a tematica dos
residuos, foi observado que questBes envolvendo efluentes, legislacdo ambiental, Orgdos
fiscalizadores e medidas mitigadoras sdo pouco conhecidas, o que pode explicar a falta de
atuacdo e de reconhecimento das pesquisas ambientais pela sociedade. Foi proposto um curso de
curta duracdo abordando diferentes aspectos do tema, o qual se mostrou importante para a
mudanca de comportamento perante o meio ambiente, podendo contribuir para a ocorréncia de
futuras agdes de preservacdo ambiental. Seja por meio da selecdo de condi¢bes mais
promissoras para o0s cultivos algais em vinhaca ou pelo trabalho de Educagdo Ambiental com a
tematica dos residuos, esta tese de doutorado traz medidas que podem contribuir para uma

producdo de etanol mais sustentavel e limpa.

Palavras chave: Residuo sucroalcooleiro; Producdo de biomassa; Fisiologia microalgal;

Concepcodes ambientais; Educacdo Ambiental.
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ABSTRACT

Vinasse is a highly polluting waste of the sugar-alcohol industry and generated in large
guantities. Microalgae cultivation in vinasse is a way to use and treat the waste, save on the
production of culture media and generate high value biomass. Several studies address this use,
but there is a literature gap on investigations that improve the conditions to make its large-scale
application viable. Studies are needed to select vinasse-tolerant strains, less costly residue
treatments and algal biomass productivity determinations that consider the contaminant
microorganisms inherent in waste cultures, such as fungi and bacteria. In this study two waste
treatments, centrifugation and adsorption on smectite clay and activated charcoal were
compared. Centrifugation was more economically and environmentally viable and, therefore,
was adopted during this research. Ten microalgae strains were cultivated at different
concentrations of the centrifuged vinasse and the most productive species were selected. As a
means of increasing biomass production, the efficiencies of acclimation and artificial selection
of microalgae were evaluated, but no positive results were obtianed. However, high microalgae
productivities were obtained cultivating microalgae at predetermined concentrations of treated
vinasse. Higher dry biomass, cell biovolumes, productivities and amount of total proteins were
obtained in comparison with controls in BG11. In addition, these biomass produced in vinasse
had a low proportion of contaminants, up to 22%. Haematococcus pluvialis, Scenedesmus
guadricauda and Tetraselmis gracilis stood out for their high productivity. All strains evaluated
had myxotrophic metabolism, but with different proportions regarding the use of inorganic and
organic carbon. Evaluating conceptions of elementary students in relation to the theme of waste,
it was observed that issues involving effluents, environmental legislation, regulatory agencies
and mitigating measures are little known, which may explain the lack of action and recognition
of environmental research by the society. We proposed a short course addressing different
aspects of the theme, which proved to be important for changing behaviors towards the
environment, and may contribute to the occurrence of future environmental preservation
actions. Either by the selection of promising conditions for algal cultivation in vinasse or by the
environmental education approach having waste as theme, this doctoral thesis is a contribution

to a more sustainable and clean ethanol production.

Keywords: Sugar-alcohol residue; Biomass production; Microalgal physiology; Environmental

conceptions; Environmental Education.
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APRESENTACAO

O Brasil é o maior produtor mundial de etanol a partir de cana-de-agucar, sendo
que, para cada litro de etanol produzido, sdo gerados cerca de 12 L de vinhaga,
resultando em aproximadamente 3,8 10! L do residuo anualmente (UNICA, 2017). A
vinhaca apresenta elevada quantidade de matéria organica, nutrientes minerais, DQO,
DBO, turbidez e baixo pH (Silva et al., 2007), tendo, portanto, elevado potencial
poluente. Dai a proibicdo de seu descarte em corpos d’agua pelas portarias n° 323, de 29
de novembro de 1978, e n® 158, de 03 novembro de 1980, do extinto Ministério do
Interior. Devido a presenca de quantidade elevada de nutrientes minerais e organicos na
vinhaga, as usinas sucroalcooleiras a utilizam na fertirrigacdo de culturas de cana-de-
acucar.

Porém, devido as elevadas quantias de nutrientes minerais, principalmente
potassio, 0 uso excessivo da vinhaca na fertirrigacdo das plantacdes de cana-de-agucar
pode salinizar o solo (Silva et al., 2007). Por isso, existem regulamentagdes brasileiras
criadas pela CETESB no estado de Sdo Paulo (CETESB, 2006) que limitam a quantia
de vinhaca que pode ser aplicada no solo em funcdo dos seus teores de potassio.
Entretanto, o uso da vinhaca no solo pode ocasionar também variacdo na proporcdo de
cations e anions dependendo das suas caracteristicas e de como ocorre seu manejo
(Bebé et al, 2009), privilegiando a sobrevivéncia de microorganismos com reproducdo
mais lenta (Chen et al., 2012). Moraes et al. (2014) ressaltam que este residuo tem uma
capacidade impactante ainda maior, podendo trazer prejuizos ndo s6 ao solo, mas
também para 0 ar e as aguas subterraneas. A fertirrigacdo com vinhaca modifica a
dindmica do carbono e do nitrogénio no solo, aumentando a liberagdo de gases do efeito
estufa como o CO2 e 0 N2O (Galvez et al., 2012; Carmo et al., 2013). Os compostos
presentes na vinhaca podem ainda contaminar os lencois freaticos por percolagdo e as
aguas superficiais por escoamento, trazendo prejuizos principalmente devido a sua
elevada DQO (Silva et al., 2007; Cruz et al., 2008). Estas ressalvas quanto ao uso da
vinhaga para fertirrigagdo do solo obriga as industrias sucroalcooleiras a buscarem
aplicagdes alternativos para o residuo ou mesmo maneiras de trata-lo.

A mesma disponibilidade de nutrientes que permite o uso da vinhaga na
fertirrigacdo das culturas de cana-de acuUcar, permite seu uso em meios de cultura para

microalgas, ja que estes organismos fotossintetizantes demandam nutrientes minerais
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para seu crescimento autotréfico. Além disso, diversas espécies microalgais tém a
capacidade de utilizar nutrientes organicos do meio pela via mixotrofica, investindo
ainda mais em biomassa e crescimento (Marchello et al., 2015; Candido e Lombardi,
2018). A geracdo de biomassa algal é interessante comercialmente pois é fonte de
carotendides, ficobilinas, vitaminas, esterdis, acidos graxos poli-insaturados e outras
substancias bioativas (Borowitzika, 2013). Portanto, investigagcbes que busquem
melhorar o cultivo de microalgas em vinhaca sd@o importantes tanto para o uso e
tratamento do residuo quanto para a producao de biomassa algal.

Apesar dos trabalhos sobre cultivos de microalgas em vinhaga se iniciarem na
década de 1980 (Oliveira, 1988), ainda existem muitas lacunas. Faltam investigacdes
que busquem tratamentos mais viaveis para o residuo e cepas microalgais tolerantes e
mais produtivas, que melhorem as condicdes de cultivo, que investiguem a fisiologia
dos organismos no residuo e que discutam sobre a contaminacdo bioldgica presente na
biomassa produzida. Neste sentido, esta pesquisa de doutorado busca melhorar todo o
processo de producdo de biomassa algal em vinhaca, desde o tratamento prévio do
residuo até a analise da biomassa gerada. Além disso, buscando avaliar os aspectos
sociais da tematica, investigou-se o conhecimento de alunos do ensino fundamental
quanto a producdo e descarte de residuos, gerando subsidios para novas metodologias
de abordagem do assunto e buscando melhorar a forma como lidamos com este
problema.

Para o desenvolvimento da pesquisa, utilizou-se vinhaga coletada na Usina Sao
Jodo, localizada em Araras/SP. A primeira coleta (80 L) foi feita em junho de 2016, na
qual obteve-se material para os capitulos 1 e 2. A segunda coleta (100 L) foi realizada
em abril de 2017, fornecendo material para os capitulos 2 e 3. A vinhaca foi congelada
em frascos de 1 L por no maximo 10 meses, descongelada e usada conforme

necessidade.

Este texto foi organizado em quatro capitulos como descrito a seguir.
Capitulo 1. Tratamentos da vinhaga para o cultivo algal
Capitulo 2. Melhoria do cultivo algal em vinhaca tratada

Capitulo 3. Anélise da biomassa produzida em vinhaca tratada

Capitulo 4. A tematica dos residuos na Educacdo Ambiental
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OBJETIVO GERAL

O objetivo biotecnoldgico central deste trabalho foi melhorar as condi¢des para
0 uso da vinhaga em cultivos de microalgas, envolvendo tratamentos prévios do residuo,
selecdo de cepas tolerantes, uso de processos biologicos de aclimatacdo e selecédo
artificial, avaliagGes produtivas e fisiologicas dos organismos e analises bioquimicas da
biomassa produzida. Quanto a area educacional, buscou-se desenvolver um curso com
metodologias diversificadas para trabalhar a teméatica dos residuos e meio ambiente,

tendo como base a avaliacdo do conhecimento prévio dos alunos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Melhorar dois processos de tratamento da vinhaca quanto a seus aspectos
procedimentais;

v Comparar as viabilidades econdémica e ambiental dos tratamentos da vinhaca,
permitindo a escolha de um deles para a realizacdo das demais etapas do trabalho;

v’ Cultivar dez espécies microalgais (agua doce e marinha) em diferentes concentracoes
de vinhaca tratada por meio do processo selecionado como mais viavel, avaliando
sua toxicidade para 0s organismos.

v~ Selecionar as concentracdes 6timas de vinhacga para o desenvolvimento das espécies
algais que se mostrarem mais tolerantes a toxicidade do residuo.

v Investigar sobre a eficiéncia da aclimatacdo e da selecdo artificial de individuos
resistentes no incremento da producdo microalgal em vinhaca;

v" Analisar os parametros de crescimento e a composicdo bioquimica das comunidades
microbianas (microalgas, fungos e bactérias) para cada cultivo;

v" Avaliar a fisiologia fotossintética e inferir sobre o metabolismo energético das
microalgas no residuo;

v" Investigar conhecimentos prévios e opinides de alunos do 8° ano do ensino
fundamental sobre a producdo, descarte, tratamento e problemas gerados pelos
residuos.

v" Desenvolver, aplicar e analisar um curso para abordar os diversos aspectos da

tematica residuos e meio ambiente com alunos do 8° ano do ensino fundamental.
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CAPITULO 1: TRATAMENTOS DA VINHACA PARA O
CULTIVO ALGAL

Resumo

Um possivel destino para a vinhaca, residuo altamente poluente da inddstria
sucroalcooleira, € a composicdo de meios de cultura para microalgas. A literatura
mostra que este residuo pode reduzir os custos com a producdo de meios de cultura e
gerar biomassa algal com alto valor agregado. No entanto, caracteristicas da vinhaca
bruta como alta turbidez, osmolaridade e toxicidade e baixo pH, limitam seu uso em
cultivos algais a baixas concentrac@es. Por isso, tratamentos do residuo que melhorem
estas caracteristicas tornam esta possibilidade de utilizacdo mais promissora. Os
objetivos deste capitulo foram melhorar e comparar dois tratamentos da vinhaca para o
crescimento de microalgas: a centrifugacdo e a adsor¢do em argila esmectita e carvédo
ativado. Na centrifugacdo, a intensidade de rotacdo foi mais efetiva do que a
temperatura na melhoria da vinhaca, sendo que o0 processo Otimo envolveu
centrifugacdo por 12 min, a 25 °C e 2510 g. Na adsorc¢éo, a adicdo de uma etapa prévia
de centrifugacéo, a insercdo ou a substituicdo da argila esmectita e do carvdo ativado
por bagaco ou cinzas do bagaco de cana-de-agUcar ndo a tornaram mais viavel. A
comparacdo entre os tratamentos mostrou que melhorias mais acentuadas nas
caracteristicas fisico-quimicas e na qualidade da vinhaca para o crescimento de
microalgas foram obtidas por meio da adsor¢do. No entanto, a centrifugagdo foi mais
rapida, menos custosa e gerou menos residuos adicionais. Logo, o tratamento de
adsor¢do da vinhaca foi considerado desvantajoso por ter menores viabilidades
econdmica e ambiental. Considerando a existéncia de muitos estudos que relacionam o
uso de residuos tratados com os parametros de crescimento algal, mas poucos que
investigam os aspectos processuais dos tratamentos, este capitulo traz uma nova visao
sobre a tematica, possibilitando um destino lucrativo para um residuo poluente e gerado

em grandes quantidades.

Palavras-chave: Producdo de biomassa; Uso de residuos; Aplicacdo industrial,

Materiais adsorventes.
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1.0 INTRODUCAO

O valor nutritivo da vinhaga possibilita seu uso como meio de cultura para
microalgas. Porém, algumas caracteristicas do residuo podem prejudicar o crescimento
algal, como sua elevada turbidez e coloracéo escura (Silva et al., 2007), que reduzem a
passagem de luz e prejudicam a fotossintese. Outro fator prejudicial € a alta
concentracdo de nutrientes minerais na vinhaca, o que causa problemas osmdticos e
dificulta a sobrevivéncia e a reproducédo algal (Kadioglu e Algur, 1992). Além disso, a
composicdo complexa deste residuo pode envolver substancias toxicas as células algais
como as melanoidinas (Robles-Gonzales et al., 2012). Devido a estes fatores, a vinhaca
bruta em altas concentragdes ndo se constitui um bom meio de cultivo para microalgas.
Como um dos valores méximos encontrados na literatura, Gollo et al. (2016) utilizaram
vinhaca bruta a 3% como meio de cultura para Haematococcus pluvialis. Dai a
necessidade de tratamentos que amenizem as condi¢des negativas inerentes da vinhaca.

Mitra et al. (2012) cultivaram Chlorella vulgaris em sobrenadante de vinhaca de
milho previamente sedimentada e sifonada e conseguiram elevar a quantia de lipidios na
biomassa algal. J& Marques et al. (2013) cultivaram C. vulgaris em vinhaca de cana-de-
acucar tratada anaerobiamente, atingindo taxas de crescimento de 0,76 dia™. Candido e
Lombardi (2017) realizaram os tratamentos de centrifugacdo e de adsorcdo em argila
esmectita e carvdo ativado das vinhagas convencional e biodigerida da indUstria
sucroalcooleira, conseguindo atingir taxas de crescimento para a mesma alga de até 1,2
dial, um dos maiores valores encontrados na literatura. Porém, enquanto foi possivel
obter bons pardmetros de crescimento algal em vinhaca centrifugada a até 20%, com a
vinhaca convencional adsorvida foi possivel utilizar concentracdes de até 60% (Candido
e Lombardi, 2017).

A argila esmectita € um mineral da familia dos filossilicatos ricos em SiO2 em
combinagdo com Al, Mg, Fe e outros elementos em menor quantidade, sendo
amplamente utilizada devido a sua alta capacidade adsortiva (Kloprogge et al., 1999).
Esta argila tem a capacidade de retencdo de pesticidas maior que a matéria organica
presente no solo (Sheng et al., 2001). JA o carvdo ativado é um material com
granulometria reduzida, obtido da queima controlada de determinadas madeiras, que €
amplamente utilizado na clarificacdo, desodorizacédo e purificagdo de liquidos ou gases
com uso industrial, agricola e medicinal (Pereira et al., 2008; Musso et al., 2014; Okada
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et al.,, 2014). Este composto é utilizado para o clareamento de residuos, como
demonstrado para o0 melago (Liakos e Lazaridis, 2016) e para efluentes téxteis (Duarte
et al., 2013). A combinacdo de argila esmectita e carvao ativado proposta por Candido e
Lombardi (2017) para o tratamento da vinhaca promoveu reducdo do material
particulado, da coloragéo, da quantidade de nutrientes organicos e minerais e aumento
do pH do residuo, melhorando caracteristicas que comprometem o crescimento de algas.
No entanto, 0 processo exige grandes quantidades de materiais, alto tempo de
processamento e gera muitos residuos. Por isso, sua melhoria € necessaria para torna-lo
econdmica e ambientalmente viavel.

O bagaco da cana-de-agUcar € um subproduto e as cinzas do bagaco de cana-de-
acucar sao residuos sélidos da industria sucroalcooleira, também com alta capacidade
adsortiva (Yu et al., 2015; Werkneh et al., 2014). Usa-los como substitutos ou materiais
adicionais no tratamento da vinhaga com argila esmectita e carvao ativado seria uma
maneira de baratear o processo, bem como de dar um destino Gtil para ambos. A
centrifugacdo prévia do residuo bruto ainda pode reduzir a quantidade de particulas na
vinhaca (Candido e Lombardi, 2017), tornando o tratamento com materiais adsorventes
comerciais mais facil e rapido.

Em geral, os tratamentos fisicos, quimicos e biolégicos da vinhaca propostos na
literatura sdo caros e necessitam de muitas tecnologias. Tendo em vista que a maior
parte dos estudos relacionam estes tratamentos apenas ao crescimento algal, sdo
necessarios estudos que considerem seus aspectos econémicos e ambientais, almejando
a aplicagdo em larga escala. Neste contexto, nossos objetivos foram melhorar e
comparar os dois diferentes tratamentos da vinhaca propostos em Candido e Lombardi
(2017): a centrifugacdo e a adsorcdo por argila esmectita e carvao ativado. O
melhoramento destes processos consistiu em utilizar o minimo possivel de materiais,
energia, maquinario e tempo para os tratamentos da vinhaga. Além disso, incluiu-se
uma etapa prévia de centrifugacdo e materiais substitutos como o bagaco e as cinzas do
bagaco de cana-de-agUcar no tratamento de adsorcdo da vinhaga na tentativa de baratea-
lo. ApoOs este aprimoramento, avaliamos a viabilidade econdmica e ambiental de ambos
0s tratamentos e 0s comparamos, discutindo sobre suas aplicacbes em usinas

sucroalcooleiras.
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2.0 MATERIAL E METODOS

As coletas da vinhaga realizadas neste trabalho de doutorado foram feitas
utilizando-se gal@es plasticos de 20 L previamente lavados com sabédo, enxaguados com
agua, lavados com &cido cloridrico a 4% e enxaguados com agua deionizada. A vinhaca
foi coletada a aproximadamente 80 °C, deixada resfriar por entorno de oito horas até
atingir a temperatura ambiente (~25 °C). Posteriormente, o residuo foi passado por
peneira com poro de 0,8 mm para retirada de materiais grandes como galhos e areia e
distribuida em garrafas plésticas de 1 L previamente higienizadas da mesma maneira
que se realizou com os galdes. Foram adicionadas 800 mL de vinhaca em cada garrafa e
estas foram congeladas a -5 £ 2 °C até 0 momento de seu uso, por um periodo maximo
de dez meses.

A seguir, estdo descritas as melhorias dos tratamentos da vinhaga de

centrifugacdo e de adsorcdo por argila esmectita e carvao ativado.

2.1 Centrifugagao

Adicionaram-se 45 mL de vinhaca bruta em doze tubos Falcon com capacidade
de 50 mL. Cada tubo foi submetido separadamente a um periodo de 20 minutos de
centrifugagdo em temperaturas de 10, 15, 20 ou 25°C, com rotag¢Oes de 2000, 3000 ou
4000 rpm, correspondentes a valores aproximados de 630, 1410 ou 2510 g
respectivamente. A cada 2 minutos a centrifugacdo foi pausada e extrairam-se amostras
de sobrenadante para determinacdo de pH em pHmetro Logen Scientific ® (Brasil),
absorbancia em 570 nm e em 455 nm em espectrofotdmetro Nanocolor Macherey-Nagel
(Reino Unido) e visualizagdo em microscopio Optico Nikon, modelo Eclipse E200
(Japao), com ampliacdo de 400 vezes, para percepcdo de leveduras e materiais
particulados. A absorbancia em 570 nm esta relacionada a quantia de materiais
particulados presentes no meio (Costa et al., 2003) e a absorbancia em 455 nm ¢€ relativa
a coloragdo da vinhaga (APHA, 1995).

A partir dos dados coletados foram selecionados 0s menores tempos,
velocidades de rotacdo e temperaturas que permitiram a melhoria mais acentuada da
vinhaca, com pH menos &cido, menores valores de absorbancias e sem a presenca de

leveduras e particulados visiveis em microscopia optica.
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2.2 Adsorcao

Os procedimentos de adsorcdo da vinhaca por argila esmectita e carvao ativado
encontram-se descritos no depdsito de patente numero BR 10 2015 024100 3 do
Instituto Nacional de Propriedade Industrial (Candido et al., 2015) e em Candido e
Lombardi (2017). Neste processo, a vinhaga é colocada sobre uma coluna de argila
esmectita e, ap0s ser percolada, é colocada sobre uma coluna de carvdo ativado, por
onde flui. Na tentativa de diminuir a quantidade de materiais adsorventes comerciais
utilizados neste processo, foram realizados testes incluindo bagaco de cana-de-agucar e
cinza de bagaco. Devido a capacidade do bagaco de cana em absorver grandes
particulas (Yu et al., 2015; Werkneh et al., 2014), a passagem por este material foi feita
antes dos tratamentos subsequentes. Cinzas do bagaco de cana foram testadas como
substitutas da argila esmectita e do carvao ativado. A Figura 1 mostra o aspecto geral de

cada um dos materiais mencionados.

Figura 1. Materiais utilizados no tratamento da vinhaca. Materiais utilizados no tratamento

de adsorcdo da vinhaca: (a) argila esmectita, (b) carvéo ativado, (c) bagaco de cana-de-aclcar e

(d) cinzas do bagaco de cana.

Como a percolagdo da vinhaca pela argila esmectita € um processo demorado,
realizamos o contato da argila com a vinhaca por suspensdo do material solido a partir
de agitacdo mecanica, utilizando um motor rotativo com pas acopladas. A separagédo do

material adsorvente do residuo foi feita por gravidade. Testes preliminares mostraram
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que a suspensado da argila causou as mesmas melhorias que a percolagéo da vinhaga em
relacdo as absorbancias, mas exigiu menos tempo e menor consumo do material
adsorvente. Nos tratamentos em que a cinza do bagaco de cana foi utilizada como
substituto da argila, o material sélido ndo foi misturado a vinhacga, pois sua separacdo
ndo foi viavel por decantacéo, filtracdo por papel filtro ou centrifugacao.

Usando a percolacdo de um litro de vinhaga por 300 g de bagaco de cana como
um tratamento e tentando-se substituir a argila e/ou o carvdo pelas mesmas massas de
cinzas de bagaco de cana (250 g de argila esmectita ou 100 g de carvao ativado por litro
de vinhaga), realizaram-se oito diferentes sequéncias de adsor¢do da vinhaga. Foram
utilizadas quantias elevadas de bagaco de cana, argila esmectita, carvao ativado e cinzas
de bagaco de cana para que ndo houvesse limitacdo do processo nestes testes. Em cada
um dos tratamentos finais realizaram-se medicdes de pH e absorbancias em 570 nm e
em 455 nm. Na Figura 2 estdo representados de forma esquematica as sequéncias de

processos adsortivos descritas anteriormente.

Argila Carvao
Vinhaga /v " | esmectita (Ae) | — | ativado (Ca) l BEACHR H Bianta |
dé > Y — | Braech || Bcaech |
Araras | N\ Bagaco de Cinzas do Cinzas do
cana (Bc) e bagaco (Cb) | bagago (Cb) [ BrCb Ca H BcCb Ca |

| Brebeb |[ Beebob |

Figura 2. Tratamentos da vinhaga. Sequéncias de adsor¢ao dos oito tratamentos realizados na

vinhaca coletada em Araras (Usina S&o Jodo).

Devido a semelhanga entre os tratamentos Br Ae Ca e Bc Ae Ca quanto aos
parametros avaliados, realizaram-se cultivos de uma cepa de C. vulgaris oriunda de uma
Estacéo de Tratamento de Esgoto (C. vulgaris ETE) nestes tratamentos e em suas etapas
intermediarias. Além disso, como a func¢do do bagacgo da cana-de-acucar era a de reduzir
a quantia de particulas grandes da vinhaca, tentou-se também remové-las com uma
centrifugacdo (Cn) antes da adsorgdo por argila esmectita e/ou carvao ativado. Desta
maneira, 0s meios adotados nos cultivos foram Cn, Br Ae, Br Ae Ca, Bc Ae, Bc Ae Ca,
Cn Ae, Cn Ca e Cn Ae Ca, com controle em meio BG11. Nos tratamentos descritos, foi
utilizada a concentracdo otima de vinhaga tratada de 60% em agua deionizada, de
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acordo com os resultados obtidos por Candido e Lombardi (2017). A concentracédo

6tima foi a maior concentragdo de vinhaga que permitiu o crescimento maximo da cepa

microalgal utilizando o residuo tratado diluido como meio de cultura. Para a vinhaca

centrifugada, também foi utilizada a concentracdo de 20%, de acordo com valores

6timos obtidos pelas mesmas autoras para este tratamento. Tanto o meio BG11 quanto

os produzidos com vinhaca tratada tiveram seus pHs ajustados para 6,8 — 7,0 utilizando-

se hidroxido de sddio (NaOH). As concentracfes dos componentes do meio BG11

(Rippka et al., 1979), utilizado como controle, estdo representadas na Tabela 1.

Tabela 1. Meio BG11. Composi¢éo das solugdes utilizadas para producdo do meio BG11 e

concentracdes finais de cada componente no meio preparado (Rippka et al., 1979).

Solucéo Componentes Concentracéo final (mol L?)
1 Nitrato de sodio (NaNOs) 1,8 x 102
Acido citrico (CsHsO») 3,1x10°
i Citrato férrico de amonio 3,0x10°
3 Fosfato de potassio bibasico (K;HPO4. 3H,0) 1,8 x 10*
4 Sulfato de magnésio (MgSQO,. 7H,0) 3,0x10*
5 Cloreto de célcio (CaCl, . 2H,0) 2,5x10*
6 Carbonato de sédio (Na.COs) 1,9 x 10*
7 EDTA (MgNa,EDTA . H,0) 2,8 x 10
Acido boérico (H3BOs) 4,6x10°
Cloreto de manganés (MnCl; . 4H,0) 9,5x10°
Sulfato de zinco (ZnSO, . 5H,0) 7,7 x 107
° Sulfato de cobre (CuSQs . 5H,0) 3,6 x 107
Molibidato de sédio (Na;MoQ, . 2H,0) 1,6 x 10°®
Nitrato de cobalto (Co(NQs), . 6H,0) 1,7 x 107
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Os cultivos foram iniciados com 10° células mL™, em frascos plasticos de
cultura de tecidos com 150 mL de meio, mantidos em temperatura de 25 + 2°C e
luminosidade de 130 pmol de fotons m2 s,

Acompanhou-se diariamente a densidade celular algal das culturas por meio do
contador automatico de células Muse Cell Count & Viability Assay (Merck Millipore,
EUA). Como a vinhaca é rica em leveduras, cujo formato e didmetro sdo semelhantes as
células de C. vulgaris, diferindo apenas pela coloracdo (marrom na levedura e verde na
alga), realizaram-se também contagens manuais das densidades celulares em uma
camara de Fuchs-Rosenthal em microscopio éptico (Nikon, modelo Eclipse E200,
Japdo). A comparacdo entre as contagens feitas no contador automético e ao
microscopio Optico demonstra que a contagem automatica é numericamente maior do
gue a manual. Porém, esta diferenca nunca supera 10% em relacdo a contagem manual,
a qual inclui erros humanos inerentes a visualizagdo celular. Logo, o contador
automatico contabilizou apenas células algais, desconsiderando outros contaminantes e,
por isso, foi usado nas demais etapas deste trabalho.

Estes cultivos nos mostraram que a melhor sequéncia de adsorcdo foi a com
argila esmectita e carvao ativado, que foi posteriormente aprimorada. Para a melhoria da
adsorcéo da vinhaca por argila esmectita utilizaram-se quantias de 250, 200, 150, 100,
80 e 50 g de argila por litro de vinhaca. A rotacdo empregada no rotor (90 a 130 rpm)
foi a minima que possibilitou a suspensdo de toda a argila na vinhaca, o que foi
diretamente proporcional a massa de argila empregada. Nos intervalos de 5, 10, 15, 20,
30, 40 e 60 minutos de mistura foram coletadas amostras, que foram centrifugadas a
1410 g, 20°C por 10 min apenas para acelerar a separacdo da argila da vinhaca e
possibilitar uma determinacdo imediata do pH e das absorbancias em 570 e 455 nm.
Entretanto, centrifugar a mistura de vinhaca com argila na industria acrescentaria mais
uma etapa ao tratamento e o encareceria. Uma alternativa mais barata para esta
separacdo € a decantacdo da argila. Para avalia-la, realizamos testes de tempo de
decantacdo e volume decantado em um cone de Imhoff. Em tempos pré-determinados
de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120 e 150 min e 3, 4, 5, 6, 9, 12, 18 e 24 horas foram
retiradas amostras para medicéo do pH e das absorbancias em 570 e 455 nm.

Quanto a adsorcdo por carvao ativado, testes prévios mostraram que um tempo
de contato de um minuto da vinhaca com o carvdo em uma coluna é suficiente para
reduzir a coloracdo da vinhaga. Porém, ap0s a passagem de uma determinada quantia de

vinhaca previamente tratada com a argila esmectita, o material deixa de ser poroso e
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fica compacto, impedindo a passagem de liquido. Portanto, no melhoramento desta
etapa medimos a quantia méxima de vinhaca que poderia ser passada pelo carvdo antes
de sua saturacdo. Aqui também tentamos misturar o carvdo com a vinhaga como
fizemos com a argila, mas este ndo se separou posteriormente por decantacao, filtragem
ou centrifugacédo, confirmando a necessidade da percolacéo.

A Figura 3 exemplifica os processos de agitacdo da vinhaga com argila
esmectita, decantacdo do precipitado e percolacdo por carvdo ativado em escala
laboratorial.

Figura 3. Processos envolvidos no tratamento de adsor¢do da vinhacga. Processos

selecionados e aprimorados para o tratamento da vinhaca em escala laboratorial: (a) agitacdo da
vinhaga com argila esmectita, (b) decantagéo da argila e do material adsorvido da vinhaca e (¢)

percolacdo por carvao ativado.

Com estes procedimentos, determinaram-se as quantias minimas de materiais

necessarios no tratamento de adsorcéo, permitindo compara-lo a centrifugagéo.

2.3 Comparagao entre os tratamentos

Caracteristicas fisico-quimicas das mostras de vinhaca bruta, centrifugada,
tratada apenas por argila esmectita e tratada por argila esmectita e por carvéo ativado

em condi¢des aprimoradas foram analisadas. Realizaram-se medidas de pH e de
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absorbancia em 570 nm e em 455 nm. Anélises de DQO, DBO e composi¢do quimica
foram feitas pela empresa ASL Andlises Ambientais - Laboratério S&o Lucas (Rio
Claro/SP). Concentracdes de acido malico e acido trans-acotinico foram determinadas
pela empresa Global Anélises & Consultoria. Concentragdes de carbono e nitrogénio
organicos e totais foram obtidas no Laboratdrio de Ficologia da Universidade Federal
de S&o Carlos (UFSCar). Os métodos usados nestas analises, que permitiram comparar
as modifica¢bes promovidas por cada tratamento, estdo descritos no Quadro 1.

Os resultados obtidos nesta e nas demais etapas deste doutorado foram plotados
em graficos utilizando-se o programa Origin 8.5. As analises estatisticas foram feitas
utilizando-se o programa R 3.3.1, com os testes paramétricos ANOVA e Tukey (p <

0,05) para comparacdo de todos tratamentos entre si.

Quadro 1. Caracterizacdo da vinhaga. Métodos usados para caracterizacao fisico-quimica da
vinhaca.

Parametro Métodos

Anions USEPAS300.1 rev 1:1997- POPDAMO054 vs. 08:2013

POPDAMO16 vs.14:2013 - SMEWW 222 Ed 2012 - Método

Nitrogénio amoniacal
4500-NH3D

POPDAM107 vs.06:2013 - SMEWW 222 Ed 2012 —

Nitrogénio Kjeldahl .
Método 4500-Norg B

SMEWW 222 Ed 2012 - Método 3030E USEPA 6010 C -
rev.03:2007 POPDAMO060

Metais totais

Acidos malico e trans- o
. Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
acotinico

Carbono e nitrogénio ] 3
) ) Auto Sampler Shimadzu modelo ASI-L (Jap&o).
organicos e totais

A partir destes resultados, tragamos um panorama em relagdo a quantia de
materiais, equipamentos e procedimentos necessarios para a execucdo de cada

tratamento, bem como mecanismos de acdo, geracdo de residuos e durabilidade do
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maquindrio envolvido, a fim de inferirmos sobre as viabilidades econdmica e ambiental
dos processos. Com isso, pudemos selecionar o tratamento da vinhaga mais viavel, a ser

usado nas demais etapas deste doutorado para os cultivos algais.

3.0 RESULTADOS

3.1 Centrifugacdo

A centrifugacdo néo resultou em alteragdes significativas no pH da vinhacga, que
variou entre 4,52 e 4,61 nos diferentes tratamentos. A Figura 4 representa as variaces
nos valores de absorbancia em 570 e em 455 nm promovidas ao longo do tempo pela

centrifugacdo em diferentes intensidades (g) e temperaturas (°C).
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Figura 4. Absorbancias em 570 e em 455 nm para as vinhacas centrifugadas. Valores de
absorbancia (UA) em (a) 570 nm e em (b) 455 nm ao longo do tempo de centrifugagdo (min)
nas condictes (M) 25109/ 25 °C, (@) 14109/25°C, (A) 630g/25°C, (M) 2510¢g/20
°C, (®) 14109/ 20 °C (A)630g/20°C, (" )2510g/15°C, () 1410 g/ 15 °C, () 630 g/
15°C, (0) 2510 g/ 10°C, (O) 1410 g/ 10 °C e (A\) 630 g/ 10 °C.

A partir da Figura 4, observa-se que as diferengas de intensidades de
centrifugacdo influenciam mais na reducédo das absorbancias para os dois cumprimentos

de onda do que as diferencas de temperatura.

31



Analisando a presenca ou auséncia de leveduras e de outros particulados nas
amostras de vinhaca centrifugadas ao microscopio Optico, obtivemos os tempos
minimos para eliminacdo destes componentes em cada condicdo de centrifugacdo, os

quais estdo representados na Figura 5.
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Figura 5. Tempos minimos para eliminacdo de leveduras e particulado. Tempos minimos
de centrifugacdo (min) em cada condigéo de intensidade / temperatura para eliminagéo de
leveduras (barras claras) e outros materiais particulados (barras escuras) perceptiveis por

microscopia optica.

Novamente observa-se maior influéncia da intensidade do que da temperatura de
centrifugacdo na melhoria da vinhaga. Tendo-se em vista que as usinas sucroalcooleiras
ja apresentam centrifugas industriais (Sauze, 1973; Sales et al., 1986) e que estas ndo
sdo refrigeradas como as centrifugas laboratoriais, adotou-se como tratamento padrédo de
centrifugacdo para as analises posteriores a temperatura de 25°C, correspondente a
temperatura ambiente da maioria das regides brasileiras (INMET, 2015), com

intensidade de 2510 g e tempo de centrifugacdo de 12 minutos.

3.2 Adsorcgao

Os pHs finais das amostras de vinhaca tratadas por cada sequéncia de adsorcéo e

as absorbancias em 570 e em 455 nm estdo representados na Figura 6.
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Figura 6. Valores de pH e de absorbéancias para os tratamentos de adsor¢do da vinhaca.
Valores médios (n = 3) de (a) pH e (b) reducdes (%) das absorbancias em 570 nm (barras claras)
e em 455 nm (barras escuras) em relagdo aos valores da vinhaca bruta (Br). Siglas das etapas:
vinhaca bruta (Br), passada pelo bagago de cana-de-agucar (Bc), agitada com argila esmectita
(Ae), percolada pelas cinzas de bagago de cana (Cb) ou por carvao ativado (Ca). Letras

diferentes indicam valores que diferem significativamente entre si (p < 0,05).

Podemos notar que os dois tratamentos que possibilitaram neutralizacdo do pH e
maiores reducdes nas quantias de particulado e na coloracdo da vinhaca foram Br Ae Ca
e Bc Ae Ca. Ja que estes parametros fisico-quimicos ndo foram suficientes para
selecionar o melhor tratamento, foram efetuados cultivos de C. vulgaris ETE, cujas

taxas de crescimento e densidades celulares finais encontram-se na Figura 7.
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Figura 7. Parametros de crescimento algal. Taxas de crescimento (dia, barras claras) e
densidades celulares em 96 h (células 10° mL?, barras escuras) para os tratamentos. Siglas das
etapas: vinhaca bruta (Br), passada pelo bagaco de cana-de-agucar (Bc), agitada com argila
esmectita (Ae), percolada por carvdo ativado (Ca) e centrifugada (Cn). Letras diferentes indicam

valores que diferem significativamente entre si (p < 0,05).
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A partir dos cultivos, observamos que as etapas intermediarias Br Ae e Bc Ae
ndo possibilitaram crescimentos algais relevantes, denotando a importancia da etapa de
percolacdo por carvao ativado. Dentre os dois tratamentos com parametros fisico-
quimicos 6timos notamos que 0 Br Ae Ca possibilitou maior crescimento de C. vulgaris
do que Bc Ae Ca. Por isso, foram melhoradas as etapas da sequencia Br Ae Ca.

Na avaliacdo da quantia minima de argila esmectita necessaria para o tratamento
da vinhaca, ndo houve alteragcdes significativas de pH, com valores deste parametro
variando entre 4,47 e 4,58. A Figura 8 demonstra as reducdes nas absorbancias em 570
e em 455 nm promovidas pela agitacdo da vinhaga com diferentes quantias de argila.

As reduces de absorbancias promovidas pelas concentragdes de 250, 200, 150 e
100 g L de argila esmectita por litro de vinhaga foram semelhantes. Por isso admitiu-se
que a quantia minima de argila necessaria para o tratamento da vinhaga é de 100 g L,

com tempo minimo e 6timo de contato de 20 minutos.

90+
85+

80+

Reducéo absorbancia (%)

o 10 20 30 40 s 60 0 10 2o 30 40 50 60
Tempo de contato (min)

Figura 8. Reducdes das absorbancias promovidas pela argila esmectita. Redugdes nas
absorbancias (%) em (a) 570 nm e em (b) 455 nm promovidas pela agitagdo da vinhaca com
concentracdes de argila esmectita de (Il ) 250gL*, (O)200g L™, (A)150gL?, (V) 100g
L (¢)80gLte(<)50gL™*ao longo do tempo de contato com a vinhaca (min).

No teste de velocidade de decantagdo da argila, os valores encontrados de
volume de sedimento e reducgdes nas absorbancias em 570 e em 455 nm ao longo do

tempo encontram-se na Figura 9.
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Figura 9. Decantacéo da argila esmectita. (a) Volume de sedimento (argila + material
particulado da vinhaca; mL) e (b) reducéo das absorbancias (UA)em () 570 nmeem (J)

455 nm ao longo do tempo de decantagdo (h) em Cones de Imhoff.

Ap6s uma hora de decantacdo, cerca de 50% da argila ja se depositou e, ap6s 6
horas, uma decantacdo de 68% foi obtida, o que ndo sofreu grandes modificacGes até as
24 horas avaliadas. Portanto, podemos dizer que aproximadamente 30% do volume
inicial da vinhaca utilizada se perde no processo de adsorcdo pela argila esmectita. O
periodo de seis horas de decantacdo levou a uma reducéo de aproximadamente 73% na
absorcdo em 570 nm e 60% em 455 nm. Apds nove horas de decantacdo, ndo existem
grandes variaces no volume de precipitado e nos valores de absorbancias do
sobrenadante. Porém, em seis horas de decantacdo, os parametros ja correspondem a ao
menos 90% do obtido em nove horas. Por isso determinou-se que seis horas € o tempo
necessario de decantagdo do sedimento para retirada da vinhaca sobrenadante.

A vinhaga previamente tratada com argila esmectita foi utilizada para determinar
a quantia maxima de vinhaga que pode ser percolada antes da saturacdo do carvéo

ativado. Os resultados encontrados s&o mostrados na Figura 10.
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Figura 10. Adsorcéo por carvao ativado. (a) Valores de () pH e ( ) tempo de percolagéo

(s) em funcdo do volume de vinhaca adicionada em relacdo ao volume de carvao ativado
utilizado (v/v). (b) Reducéo dos valores de absorbancia em () 570 nme em ( 1) 455 nmem
relacdo a vinhaca bruta em funcdo do volume de vinhacga adicionada em relagdo ao volume de

carvdo ativado utilizado.

Ao adicionarmos as primeiras 100 mL de vinhaca previamente tratada com
argila esmectita em 30 g (100 mL) de carvéo ativado, ndo obtivemos nenhum filtrado, ja
que é necessaria uma quantia inicial de liquido igual ao volume utilizado de carvao
ativado para unidecé-lo. Por isso, s6 a partir da adicdo de mais 100 mL de vinhaca
(volume acumulado 2x superior ao volume de carvdo ativado usado) é que foram
mensurados 0 pH, o tempo de percolacdo e as absorbancias em 570 e em 455 nm. Até a
adicdo de 5 volumes de vinhaca em relacdo ao volume utilizado de carvédo, o processo
ainda mantinha uma velocidade préxima da inicial, com valores de pH e absorbéancias
préximos aos obtidos para o primeiro volume de vinhaca coletado. A partir dai o tempo
de percolacdo aumenta consideravelmente, comprometendo as melhorias ocasionadas
pelo carvéo ativado. Logo, € possivel adicionar até 5 volumes de vinhaca por volume de
carvéo ativado utilizado antes da saturagdo do material adsorvente (1 L de vinhaga / 0,2

L ou 60 g de carvéo ativado).

3.3 Comparagao entre os tratamentos

A Tabela 2 traz os valores de pH, absorbancia em 570 e em 455 nm, DQO, DBO e

composi¢do quimica de amostras de vinhaga bruta, centrifugada, tratada apenas por
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argila esmectita e tratada por argila esmectita e carvao ativado, obtidas nas condic¢oes
Otimas determinadas anteriormente.

Em geral, o tratamento com apenas argila esmectita promoveu modificacdes
quimicas menores do que as promovidas pelo tratamento com argila esmectita e carvédo
ativado, confirmando a importéncia da etapa com o carvao ativado demonstrada nos
cultivos com C. vulgaris. O tratamento com argila esmectita e carvao ativado foi o que
ocasionou maiores mudangas quimicas na vinhaca, reduzindo os nutrientes organicos e
minerais. Quanto a reducdo de material particulado, a centrifugacdo ocasionou
melhorias semelhantes as possibilitadas pelos tratamentos de adsorcao.

Considerando um panorama geral dos tratamentos, buscamos compara-los a fim
de discutirmos qual seria mais viavel econdbmica e ambientalmente para uma usina
sucroalcooleira. Os aspectos comparados se encontram no Quadro 2.

O tratamento com argila esmectita e carvdo ativado permite o uso da vinhaca
tratada em maior concentragdo, assim como descrito por Candido e Lombardi (2017).
Porém, a rentabilidade é maior e a necessidade de materiais e equipamentos sdo
menores na centrifugacdo, a qual € suficiente para eliminar materiais particulados que

atrapalham a entrada de luz e o crescimento algal em vinhaga.
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Tabela 2. Anélise das amostras de vinhacga tratadas. Valores de pH, absorbancias em 570 e
em 455 nm, DQO, DBO, sélidos suspensos totais, dureza calculada, condutividade eletrolitica e
composicao quimica das amostras de vinhaca (Usina Sdo Jodo, Araras/SP) bruta, centrifugada
(Cn), tratada por argila esmectita (Ae) e tratada por argila esmectita e carvéo ativado (Ae Ca).

Amostras de vinhaca
Parametros avaliados

Bruta Cn Ae Ae Ca
pH (-log [H*]) 4,58 4,55 4,53 7,38
Absorbancia em 570 nm (UA) 3,650 0,683 0,592 0,391
Absorbancia em 455 nm (UA) 5,653 1,864 1,476 0,651
DQO (mg O, LY 51817,0 44863,0 37909,0 32560,0
DBO por incubagéo (mg L) 24207,0 17011,0 16870,0 12766,0
Sélidos suspensos totais (mg L™?) 45900,0 1220,0 2050,0 840,0
Dureza calculada (mg CaCOs5 L?) 3034,0 1573,6 1928,0 1676,2
Condutividade eletrolitica (US cm™) 19852,0 11620,0 10910,0 13620,0
Carbono total (mg L™) 17416,0  16160,0 15064,0 10438,0
Carbono organico total (mg L?) 17388,0 16138,0 15030,0 10362,0
Carbono inorganico total (mg L) 28,16 21,34 34,02 75,36
Nitrogénio organico total (mg L) 764,0 632,2 547,4 316,4
Nitrogénio nitrico (mg L) <11,4 <11,4 <11,4 <11,4
Nitrogénio nitroso (mg L™) <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
Nitrogénio Amoniacal (mg L™) 134,7 34,0 29,0 24,8
Nitrogénio Kjendahl (mg L) 492,0 340,5 276,6 199,4
Sédio (mg L) 36,6 10,4 13,8 12,6
Calcio (mg L) 735,0 648,0 772,0 777,0
Potassio (mg L) 4340,0 4280,0 3819,0 3828,0
Magnésio (mg L) 498,0 498,0 484,0 473,0
Sulfato (mg L?) 1327,0 1316,0 1855,0 2130,0
Fosfato (mg L?) <2,0 <2,0 <2,0 <2,0
Teor de K,0 (kg K:0 m®) 5,21 5,16 4,58 4,59
Acido malico (mg L) 1630,6 1947,0 1004,7 1037,0
Acido trans-acotinico (mg L) 626,9 503,9 303,3 235,2
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Quadro 2. Comparagao entre os tratamentos da vinhaca. Avaliagdo e comparagdo dos

diversos aspectos econdmicos e ambientais envolvidos nos tratamentos da vinhaga por

centrifugacéo ou adsorgao por argila esmectita e carvao ativado.

Aspecto avaliado

Centrifugagdo

Adsorc¢ao

Concentracao 6tima

para C. vulgaris

20% de vinhaca centrifugada.

60% de vinhaca adsorvida.

Rendimento celular de

C. vulgaris

1,7 102 células m= de meio de

cultivo.

9,5 10 células m de meio de

cultivo.

Rentabilidade do

97% (v/v) de vinhaga tratada

40% (v/v) de vinhaca tratada

tratamento em relacdo a bruta. em relacdo a bruta.
Tempo de
~ 0,2 husando 2510 g. ~8h.
processamento

Materiais necessarios

para o tratamento

NaOH para corregdo do pH do

meio.

Argila esmectita (100 g L?),
membrana porosa (papel filtro)
e carvdo ativado (60 g L™).

Residuos gerados

0,02 kg de torta de
centrifugacdo L vinhaca

0,10 kg de argila, 0,06 kg de
carvao e ~ 0,60 kg de
materiais adsorvidos L™ de
vinhaga e uma membrana

porosa

Equipamentos

necessarios

Centrifuga industrial (ja
presente em usinas

sucroalcooleiras).

Agitador mecanico, tanque
para decantacdo e coluna de

percolacéo.

Etapas envolvidas no

processo

Centrifugacéo e obtencgéo do

sobrenadante.

Agitacdo com argila esmectita,
decantacdo do precipitado,
obtencdo do sobrenadante e

percolacdo por carvao ativado.
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4.0 DISCUSSAO

Tanto a centrifugagdo quanto o tratamento com argila esmectita e carvao ativado
tornaram a vinhaca mais adequada para o crescimento de C. vulgaris (Candido e
Lombardi, 2017), mas a natureza das modificagbes promovidas e 0s mecanismos de
acdo de cada processo sdo diferentes. A centrifugacdo promove mais alteracoes fisicas
do que quimicas na vinhaca, o que pode ser confirmado pela manutencdo dos valores de
pH apds o processo. Dentre o material particulado retirado da vinhaca pela
centrifugacdo estdo as leveduras, cuja densidade inicial na vinhaca bruta variou entre
10° e 108 células mL?. As leveduras sdo um grande problema para o crescimento de
microalgas em vinhagca, pois reduzem a penetracdo da luz e competem com elas pelos
nutrientes (Candido e Lombardi, 2017).

A adsorcdo da vinhaca apenas por argila esmectita promoveu reducdo de
particulas semelhante a centrifugacdo, mas causou também reducéo na concentracéo de
componentes minerais e organicos da vinhaca, com excecdo do calcio e sulfato.
Segundo Lira Junior et al. (2017), isso pode ter ocorrido devido a solubilizacdo de ions
calcio e sulfato da propria argila, devido a sua composicao. Apesar destas alteracoes,
esta etapa nao € suficiente para possibilitar o uso da vinhaca como meio de cultura de
maneira tdo eficaz quanto o tratamento por argila esmectita e carvéo ativado. Entretanto,
caso a vinhaca bruta seja tratada diretamente pelo carvdo ativado, este material se
solubiliza e o residuo se torna completamente preto. Acredita-se que, a0 remover o0
particulado presente na vinhaca bruta e reduzir os componentes solubilizados, a argila
possibilite maior contato do carvédo ativado com as substancias sobre as quais ele atua.
Nabil et al. (2014) demonstraram que a acdo do carvao ativado na remocgédo de corantes
de residuos industriais ocorre por meio de interacbes idnicas, o que explica a
necessidade de contato direto entre o carvao e as substancias removidas do residuo.

A adsorgdo da vinhaca por argila esmectita e carvdo ativado foi o tratamento
mais eficiente na remoc¢édo do contetido mineral, assim como de sua coloragdo. Segundo
Robles-Gonzales et al. (2012), as melanoidinas sdo 0s principais componentes da
vinhaca responsaveis pela sua cor escura. Portanto, o carvdo ativado pode ter retido
estes compostos, confirmando os resultados de Liakos e Lazaridis (2016), que
utilizaram carvéo ativado para descoloracdo do melaco. Além disso, o tratamento com
esmectita e carvao foi o que mais reduziu as concentracdes de &cido trans-aconitico

(TAA), o acido organico predominante no caldo de cana (Zapata, 2007). Sua maior
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reducdo pode indicar a capacidade destes substratos na remocdo de particulas organicas
complexas. Assim, o tratamento com argila esmectita e carvdo ativado resultou em
maior penetracdo de luz, menor teor de nutrientes e de componentes toxicos para as
microalgas, dai a possibilidade de uso do residuo tratado em maiores concentracdes.

Yu et al. (2015) e Werkneh et al. (2014) demonstraram elevada capacidade do
bagaco de cana-de-agUcar em reter material particulado, nutrientes minerais e
componentes toxicos de residuos industriais. No entanto, o tratamento da vinhaca pelo
bagaco de cana-de-acUcar ndo permitiu reducbes mais acentuadas no numero de
particulas ou componentes que conferem coloracdo a vinhaca. Além disso, quando
observamos as culturas no microscopio dptico, notamos que 0S meios que passaram por
este tratamento apresentaram contaminacdo fungica maior do que quando ndo o
fizemos. Como o bagaco de cana é rico em varias classes de carboidratos, como xiloses,
celulose, hemicelulose, arabinose, entre outros (Moraes-Rocha et al., 2015), estes
compostos podem ter favorecido o desenvolvimento de contaminantes, que competiram
com a alga C. vulgaris e reduziram seu crescimento.

As cinzas do bagaco de cana ndo causaram a mesma retencao de particulas da
argila esmectita, corroborando a alta capacidade de adsorcao desta argila ja& demonstrada
em outros trabalhos (Musso et al., 2014; Okada et al., 2014). Este residuo soélido
também ndo causou as mesmas melhorias que o carvdo ativado, nao trazendo
neutralizacdo no pH ou clarificacdo da vinhaca semelhantes as geradas pelo material
comercial (Candido e Lombardi, 2017).

Quando a centrifugacdo foi usada como um tratamento para as etapas de
adsorcdo por argila esmectita e carvado ativado, houve reducdo do crescimento da
microalga. Estudos que investigam a capacidade adsorvente da argila esmectita e do
carvao ativado relatam a necessidade de interacdo molecular dos materiais com as
particulas do meio para que ocorra o tratamento (Okada et al., 2014; Lira Janior et al.,
2017; Liakos e Lazaridis, 2016). Ao remover estas particulas, a centrifugacdo néo
permitiu a acdo dos materiais, explicando a redugdo no crescimento das algas em
relacdo aos tratamentos sem esta etapa.

Comparando-se os dois tratamentos, pode-se argumentar que 0 uso das
concentracdes 6timas de vinhaca adsorvida a 60% para as culturas em relacéo a vinhaga
centrifugada a 20% (Candido e Lombardi, 2017) levaria a uma economia de 40% do
volume total de agua adicionado no meio de cultura. No entanto, esta economia ndo é

real, considerando que 60% do volume da vinhaca bruta pode ficar retido nos materiais
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adsorventes durante o tratamento com argila esmectita e carvdo ativado enquanto a
centrifugacdo levou a perda de apenas 3% da vinhaca bruta na forma de material
particulado. Para produzir 1000 L de meio de cultivo para C. vulgaris sob as condicoes
descritas, seriam necessarios 1500 L de vinhaca e 400 L de agua no tratamento com
argila esmectita e carvéo ativado e 206 L de vinhaga e 800 L de agua na centrifugacao.
Considerando que a vinhaca é um residuo composto principalmente por agua (Silva et
al., 2007), a producdo de meio de cultura com vinhaga tratada por adsorsdo utiliza ~
90% mais liquido, incluindo o residuo e a agua utilizada na diluicdo, do que quando
avaliamos a vinhacga centrifugada, que foi vantajosa quanto ao volume de liquidos
usados.

Outros aspectos econdmicos sao vantajosos no tratamento de centrifugacdo, uma
vez gque menos materiais e equipamentos sdo necessarios, ha maior durabilidade do
maquinario envolvido, menor tempo de processamento e menos etapas procedimentais.
A producdo de meios de cultura por este processo ainda ndo exigiria investimentos em
ativo fixo por parte das usinas sucroalcooleiras, uma vez que as centrifugas industriais
ja sdo utilizadas no processo de producdo de etanol (Sauze, 1973; Sales et al., 1986).
Nesta comparagdo, ambos os tratamentos foram feitos em escala laboratorial. A argila
esmectita e o carvao ativado poderiam ser possivelmente reutilizados se uma etapa de
eluicdo fosse considerada. Apesar desta possibilidade resultar em menos materiais
usados, haveria um consumo adicional de agua e geracao de novos efluentes. Em escala
industrial até podem existir tecnologias que melhorem ambos processos de tratamento
comparados, porém a necessidade de altas quantias de materiais na adsor¢do é inegavel
e o torna inviavel economicamente.

Em termos ambientais a centrifugacdo também é vantajosa, ja que o residuo do
tratamento € composto majoritariamente por leveduras, as quais podem ser
reincorporadas a fermentacdo do caldo-de-cana ou comercializadas como fonte proteica
para racdo animal (Polyorach et al., 2013). J& no tratamento com argila esmectita e
carvdo ativado, estes materiais em geral ndo podem ser reaproveitados em outros
processos industriais. Além disso, observando a saturacdo do papel de filtro utilizado na
etapa com carvéo ativado em escala laboratorial, retardando o processo, supde-se que a
membrana porosa utilizada em escala industrial também deva ser trocada
periodicamente, gerando mais um residuo solido.

Um dos grandes problemas para a destinacéo da vinhaga é o excesso de potéssio

e nutrientes minerais neste residuo que, ao ser usado intensamente na fertirrigacdo das
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plantacGes de cana-de-agUcar, ocasionaria a saliniza¢do do solo (Silva et al., 2007). Por
isso, a CETESB, através da Norma Técnica PA.4231 de dezembro de 2006 (CETESB,
2006), limita a aplicacdo da vinhaca no solo por meio de célculos a partir de sua
concentracdo de potassio. Porém, de acordo com os funcionarios da Usina Sdo Jodo, na
qual a vinhaca foi coletada, o que ocorre é a dificuldade de transporte e distribuicdo da
vinhaca para toda a &rea de plantio. Com isso, uma regido da plantacdo proxima a area
industrial da Usina ficaria com o solo saturado, enquanto seria necessario comprar
fertilizantes e agua para o restante das areas cultivadas. Com o desenvolvimento de
bombas mecénicas mais potentes nos Gltimos anos, a vinhaga tem sido distribuida para
regides cada vez mais distantes da &rea industrial, fazendo com que as empresas
destinem uma maior parte deste residuo e economizem com a compra de nutrientes e
agua. Assim, o cultivo de microalgas em vinhaca centrifugada em concentracdes
menores do que na adsorvida, ainda € um destino mais rentavel para este residuo, néo o
desperdicando como ocorre com o tratamento de adsorcdo. A técnica de centrifugacéo
da vinhaca pode, no futuro, possibilitar o uso apenas do que for realmente excedente do
residuo, sem gerar mais problemas econdmicos e ambientais e aumentando a

lucratividade das empresas.

5.0 CONCLUSOES

No tratamento de centrifugacdo, a intensidade de rotacdo influenciou mais do
que a temperatura na melhoria da vinhaca, demandando um tempo 6timo de 12 min a 25
°C e 2510 g. J& na adsor¢do, 0 uso de bagaco de cana-de-acUcar e cinzas de bagaco
como aditivos ou substitutos para a argila esmectita e carvao ativado ndo causaram
melhorias fisico-quimicas ou de crescimento algal em relacdo ao tratamento original. A
centrifugacdo do residuo bruto antes da adsorcdo pelos materiais comerciais também
reduziu o crescimento da microalga C. vulgaris, prejudicando o processo. Infelizmente,
0s materiais comerciais sdo mais eficazes do que estes residuos solidos na retengdo de
materiais particulados, reducdo da coloracdo e aumento do pH da vinhaca. Apesar da
argila esmectita e do carvéo ativado possibilitarem o uso do residuo no crescimento da
microalga em concentragdes mais elevadas, as quantias de materiais usados, residuos

gerados, equipamentos, processos e tempos de execugdo também sdo maiores neste
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tratamento. Portanto, a centrifugacéao foi o tratamento da vinhaga mais viavel econémica

e ambientalmente visando o posterior cultivo algal em larga escala.
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CAPITULO 2: MELHORIA DO CULTIVO ALGAL EM
VINHACA TRATADA

Resumo

Muitos trabalhos utilizam a vinhaca no cultivo de microalgas. Porém, devido a alta
salinidade, toxicidade e baixo pH da vinhaca, estes estudos incluem poucas espécies e
diferentes manipulagdes do residuo. Nesta pesquisa buscamos verificar a efetividade das
estratégias biologicas de selecdo de cepas, aclimatacdo e selecdo artificial por
reisolamento para o incremento da producdo algal no residuo. Dez cepas foram
avaliadas quanto as densidades, viabilidades celulares e taxas de crescimento nas
concentracgdes de 5, 10, 15, 20, 30, 40 e 50% de vinhaca centrifugada, com controle em
meio BG11, além de determinacGes de EC50. Cultivos das oito espécies mais
produtivas nas concentragdes 6timas de vinhaga serviram como indculos aclimatados
para as culturas seguintes, que foram reisoladas para os terceiros cultivos, os quais
serviram como inoculos reisolados e aclimatados para os quartos cultivos. Inicialmente,
Chlorella sorokiniana e Chlorella vulgaris apresentaram os melhores crescimentos, de
2,0 e 1,5 dia em 15 e 20% de vinhaga, respectivamente. Desmodesmus spinosus teve
crescimento significativo até 20% de vinhaca, de 0,8 dia®. Chlamydomonas sp.,
Haematococcus pluvialis, Monoraphidium sp., Scenedesmus quadricauda e Tetraselmis
gracilis tiveram crescimentos maximos na concentragio de 5% (0,8 a 1,1 dial) e
Cyclotella sp. e Nanocloropsis gaditana ndo cresceram em qualquer concentracdo do
residuo. Os valores de EC50 variaram de 2,5% a 65,0% de vinhaca, indicando que o
residuo pode ocasionar graves desequilibrios ao fitoplancton. A aclimatacao e a selecdo
artificial por reisolamento diminuiram o crescimento algal em relacdo as culturas
iniciais, possivelmente devido a contaminagdo biologica excessiva, ndo sendo

estratégias bioldgicas efetivas para aumentar a producéo algal em vinhaga.

Palavras-chave: Selecdo de cepas; Adaptacdo; Residuos em cultivos; Melhoramento

bioldgico.
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1.0 INTRODUCAO

As investigacOes sobre o cultivo de microalgas em vinhaga visando producdo de
biomassa algal e remediacdo do residuo utilizam poucas espécies, dentre elas Chlorella
vulgaris, Chlamydomonas sp., Scenedesmus sp. e Desmodesmus sp. A microalga C.
vulgaris é uma das mais utilizadas, devido a sua capacidade de aproveitar componentes
organicos do meio, desempenhando metabolismos mixotréfico e heterotrofico
(Marchello et al., 2015; 2018), além de sua robustez (Lananan, 2013). Utilizando
sobrenadante de vinhaca de milho, Mitra et al. (2012) demonstraram rendimento final
de até 9 g L para esta alga, enquanto Marques et al. (2013) obtiveram uma
produtividade de 70 mg L* dial em vinhaca de cana-de-aclcar biodigerida
anaerobiamente. Reduzindo o pH da vinhaca da industria sucroalcooleira para
aproximadamente 3 para promover decantacdo de sulfetos e cianetos, Bonini (2016)
obteve rendimento de 3,6 10° células mL™ para esta espécie, com taxas de crescimento
de até 1,2 dia* em vinhaga convencional tratada a 80% e 1,0 dia® em vinhaga organica
tratada e diluida a 50%. Candido e Lombardi (2017), utilizando vinhaca adsorvida por
argila esmectita e carvao ativado na concentracdo de 60% ou vinhaga centrifugada a
20%, obtiveram taxas de crescimento de 1,2 dia* também para C. vulgaris.

Kadioglu e Algur (1992) aumentaram dez vezes a densidade celular de
Chlamydomonas reinhardii apds trés dias de cultivo em vinhaga diluida a 1%. Ramirez
et al. (2014) conseguiram rendimentos de Scenedesmus sp. de 0,5 g L' em meio
Guillard suplementado com até 40% de vinhaca. Ja Mattos e Bastos (2016) chegaram a
taxas de crescimento maximas de 0,15 h?' para Desmodesmus sp. em cultivos
heterotréficos em vinhacga, observando redugdes de até 50% no teor de nitrogénio e na
DQO do residuo. Assim, nota-se que os estudos sobre culturas de microalgas em
vinhaca geralmente envolvem uma Unica espécie, com diferentes tratamentos do
residuo, dificultando a comparacdo entre os resultados e a escolha de condi¢Ges mais
produtivas para uso biotecnologico.

Neste sentido, a selecdo de espécies mais tolerantes as condi¢fes de cultivo e
com maiores crescimentos pode aumentar a producdo algal, principalmente em meios
com residuos. Rodolfi et al. (2009), por exemplo, realizaram cultivos de 30 cepas
microalgais e selecionaram as quatro espécies mais robustas, com maior produtividade e

conteudo lipidico, objetivando producéo de 6leos para biocombustiveis. Sydney et al.
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(2011), cultivando 20 cepas microalgais em esgoto domeéstico tratado, selecionaram as
espécies Botryococcus braunii e Chlorella vulgaris como as com maiores capacidades
de crescerem no residuo, removerem nitrogénio e fésforo e sintetizarem lipidios. Ja
Santana et al. (2017) realizaram a prospeccdo de 40 cepas, pertencentes a nove familias,
em condigbes axénicas em vinhaga e observaram que Micractinium sp.
Embrapa/LBA32 e Chlamydomonas biconvexa Embrapa/LBA40 foram as linhagens
mais produtivas no residuo.

Apesar das diversas propostas de tratamentos fisicos ou quimicos para melhoria
da vinhaga visando producdo de biomassa algal (Mitra et al., 2012; Marques et al.,
2013; Candido e Lombardi, 2017), pouco se investe em recursos bioldgicos que
permitam um melhor desempenho das microalgas no residuo. De acordo com Wood et
al. (2005), as taxas de crescimento microalgal possuem amplitudes de variacdo genética
intraespecifica e sdo influenciadas pelas caracteristicas do cultivo. Neste contexto, a
aclimatacdo consiste em submeter previamente a microalga as condi¢gdes que serdo
testadas, permitindo que as cepas realizem os ajustes fisiologicos para que possam
manter as taxas de crescimento constantes apds multiplas repicagens no novo meio
(Wood et al., 2005).

A variabilidade genética intraespecifica em uma populacdo é gerada
aleatoriamente por meio de mutacdes (Snustad e Simmons, 2008) e possibilita a
existéncia de nichos mais amplos ou estritos em cada espécie ou linhagem (Ricklefs e
Relyea, 2014). De acordo com o conceito de selegdo natural atrelado ao naturalista
Charles Darwin, as variabilidades fenotipicas mais aptas se tornam mais frequentes nas
populacdes ao longo das geracdes (Darwin, 1880). Portanto, ao domesticarmos espécies
selvagens de vegetais, animais ou microorganismos, estamos tornando as caracteristicas
destes organismos que nos trazem beneficios mais frequentes, por meio de um processo
denominado sele¢do artificial. Este processo vem acontecendo nos Gltimos dez mil anos
e tem importancia fundamental para o desenvolvimento de nossas sociedades (Buckler
et al., 2001). Um exemplo de sele¢do artificial ocorreu com gramineas alimenticias
como o milho, o sorgo, a aveia, a cevada, o trigo e 0 arroz que, por terem origens
evolutivas semelhantes, tiveram o0 mesmo conjunto de genes selecionados (Buckler et
al., 2001). De acordo com Buckler et al. (2001), a domesticacdo reduz a diversidade
genética dos organismos em relagdo aos seus ancestrais selvagens por meio do chamado
“gargalo da domestica¢do”, afetando principalmente os genes relacionados a

produtividade. Sendo assim, a selecdo artificial ocasionada pela domesticacdo de
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espécies promove répidas mudangas fenotipicas e age de maneira direcional sobre
caracteristicas de interesse para 0s humanos, como crescimento acelerado, resisténcia a
pragas e qualidade nutricional (Wright et al. 2005).

De acordo com as premissas apresentadas, ao inserirmos uma cepa algal em
vinhaca, os individuos que apresentarem variaches genéticas que garantam maior
capacidade mixotréfica, habilidade de lidar com o alto potencial osmotico, com a
toxicidade e contaminacdo do residuo (Kadioglu e Algur, 1992; Candido e Lombardi,
2017) tendem a ser selecionados. Reisolando cepas de algas previamente cultivadas em
vinhaca teriamos, portanto, popula¢cbes com maior frequéncia de individuos com
capacidade de lidar com o residuo, em um processo de selecdo artificial em nivel de
individuos (Wright et al., 2005). Cultivando estas cepas reisoladas novamente em
vinhaca, espera-se que as culturas apresentem melhor crescimento e maior tolerancia a
toxicidade do residuo, o que é interessante para a produgdo comercial de biomassa algal.

Desta forma, buscamos avaliar e comparar o efeito ecotoxicolédgico de diferentes
concentracdes de vinhacga centrifugada para 10 microalgas unicelulares, selecionando
espécies com potencial biotecnoldgico, a0 mesmo tempo em que obtivemos
informagdes para inferir sobre efeitos da vinhaga na comunidade fitoplanctonica de
ecossistemas aquaticos. Além disso, usamos 0s processos bioldgicos de aclimatacao e
selecao artificial por meio de reisolamento, na tentativa de ampliar a produtividade algal

no residuo.

2.0 MATERIAL E METODOS

De acordo com os resultados obtidos no Capitulo 1 desta pesquisa, a
centrifugacgdo (2510 g, a 25 °C por 12 min) da vinhaga foi o melhor tratamento e, por
isso, foi adotada para o desenvolvimento das etapas sequenciais deste trabalho.

As cepas utilizadas para a finalidade deste capitulo estdo apresentadas no
Quadro 1.
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Quadro 1. Cepas algais utilizadas nos cultivos. Cepas microalgais utilizadas nos testes

ecotoxicologicos deste capitulo com suas respectivas classificacdes (divisdo — classe — ordem),

locais de origem e bancos de manutengé&o.

Cepas algais

Classificagoes

Origens

Bancos de manutengdo

Chlamydomonas

Chlorophyta
Chlorophyceae

Ambiente I6tico
extremdfilo (pH

Laboratorio de Ficologia,
Universidade Federal de

Chlorococcales

Esgoto (ETE)

Monoraphidium

Chlorophyta
Chlorophyceae

Vinhaca (residuo

sp.
P Volvocales =3,6) Santa Catarina, Brasil.
Instituto de Bioquimica de
Chlorophyta i L. i i
Chlorella Ambiente lético Vegetais e Fotossintese,
. Chlorophyceae , o .
sorokiniana (dgua doce) Universidade de Sevilha,
Chlorococcales
Espanha.
Chlorophyta Estacdo de
Chlorella Chloro E Zeae Tratanfento de ori
vulgaris pny Laboratorio de

Biotecnologia de Algas,
Universidade Federal de
Sao Carlos, Brasil.

sp. organico
P Sphaeropleales g )
Heterontophyta i L.
. Ambiente I6tico
Cyclotella sp. Bacillariophyceae (4gua doce) . ) )
Stephanodiscales g Laboratério de Ficologia,
o " Universidade Federal de
Chloro a « .
Desmodesmus phyt Ambiente l6tico Séo Carlos, Brasil.
. Chlorophyceae )
spinosus (4gua doce)
Sphaeropleales
Chlorophyta
Haematococcus . o
luviali Chlorophyceae Ambiente Iéntico
uvialis ani
p Clamydomonadales Depa_rtamfento de Bot_ahlca,
" " Universidade de British
Chlorophyta .
Scenedesmus Py Ambiente I6tico Columbia, EUA.
] Chlorophyceae )
quadricauda (4gua doce)
Sphaeropleales
Heterokontophyta
Nanocloropsis Eustiamato hIO c{:ae Ambiente _ Bar?co de _
gaditana 9. pny! marinho Microorganismos Aidar &
Eustigmatacea Kutner, Instituto
_ Chlorophyta Ambiente Oceanografico,
Tetraselmis . - x
acilis Prasynophyceae marinho Universidade de Séo
ili .
9 Chlorodendrales (estuario) Paulo, Brasil.

As cepas testadas pertencem as divisdes Heterokontophyta e Chlorophyta. As

algas da divisdo Heterokontophyta apresentam dois flagelos com tamanhos diferentes e
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armazenam clorofilas a e c, além de fucoxantina, pigmento de coloragcdo dourada (Lee,
2008). Nesta divisdo temos diversas classes, como Eustigmatophycea, composta por
algas verde-amareladas (N. gaditana), e Bacillariophyceae, ou também chamadas de
diatoméaceas (Cyclotella sp.). As diatoméaceas sdo microalgas ricas em lipidios, que
possuem um revestimento de silica chamado de frustula, muito utilizado
industrialmente. J& a divisdo Chlorophyta envolve as algas verdes, ricas em clorofilas a
e b, e € muito diversa, apresentando representantes distribuidos em todas as regides do
planeta. Neste trabalho incluimos organismos das classes Chlorophyceae
(Chlamydomonas sp., C. sorokiniana, C. vulgaris, D. spinosus, H. pluviavis,
Monoraphidium sp. e S. quadricauda), que envolve a maior parte das espécies dentro da
divisdo, e Prasynophyceae (T. gracilis), a qual agrupa 0s organismos com as
caracteristicas mais primitivas dentro do grupo (Lee, 2008). A escolha de representantes
de ordens variadas, bem como isolados de locais de origem diferentes, foi uma maneira
de diversificar as capacidades metabolicas e adaptativas testadas. Foram incluidas cepas
oriundas de ambientes com caracteristicas mais proximas as da vinhaca, como alta
osmolaridade, baixo pH e presenca de materiais organicos, na tentativa de facilitar a
adaptacao das células aos meios contendo o residuo.

Para todas as cepas adotadas foram realizados cultivos com controle em meio
BG11 (Rippka et al., 1979), que é rico em nutrientes minerais e muito utilizado
comercialmente, e vinhaca centrifugada nas concentracdes de 5, 10, 15, 20, 30, 40 e
50%, com pH inicial ajustado para 6,8 — 7,0. Para a microalga Chlamydomonas sp.
oriunda de ambiente acido, o pH de todos os tratamentos, inclusive do controle, foi
ajustado inicialmente para 4,8 - 5,0, mais proximo também do pH original da vinhaca.

A diluicdo da vinhaca foi feita com agua deionizada autoclavada e, para as
microalgas marinhas (T. gracilis e N. gaditana), os meios foram produzidos utilizando
agua deionizada com 30 g L de sal marinho comercial para aquéario (Blue Treasure,
Noruega), de acordo com as especificacdes do fabricante. Testes prévios mostraram que
diluicbes da vinhaga com &gua deionizada sem adicdo de sal para estas duas espécies
reduziu seus desenvolvimentos. Para avaliar se as condigdes utilizadas impunham
restricdo nutritivas aos organismos, foram selecionadas cepas que tiveram
concentragdes Otimas de vinhagca nos cultivos correspondentes as minimas (5%) e
maximas (20%) dentre as espécies avaliadas. Desta forma, S. quadricauda e C. vulgaris
também foram cultivadas em suas concentracdes Otimas de vinhaga, nas mesmas

condigdes descritas anteriormente, mas com diluicéo feita com o0 meio BG11 (Rippka et
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al., 1979) ao invés de &gua deionizada. A vinhaca centrifugada ndo foi autoclavada ou
esterilizada por qualquer outro método para evitarmos modificagdes fisico-quimicas do
residuo e para nos aproximarmos das condi¢Oes industriais possiveis em uma usina
sucroalcooleira. Para a microalga Cyclotella sp., que € uma diatomacea e demanda silica
para seu crescimento (Lee, 2008), foi adicionado silicato de sddio (NaSiOsz) na
concentracgdo de 28 mg Lt (1,5 10* M), tanto no meio BG11 quanto nos tratamentos
com vinhaca centrifugada diluida.

Cada amostra foi inoculada com a densidade inicial de 5 10* células mL?, a
partir de culturas em meio BG11 que estavam em fase exponencial de cultivo. Os
cultivos foram realizados em tréplicas experimentais, em frascos de cultura de tecido
com 250 cm3 com tampa ventilada contendo 150 mL de meio e mantidos em sala de
cultivo a 25 + 2 °C. A luminosidade nos frascos foi de 130 pmol de fétons m? s, com
excecdo dos cultivos com as microalgas Cyclotella sp e H. pluvialis, para as quais a
luminosidade de 90 pmol de fotons m2 s foi usada. Para obter tal luminosidade, os
tratamentos com maior concentracdo de vinhaca centrifugada foram menos distanciados
da fonte luminosa do que os tratamentos mais diluidos.

Durante seis dias (144 h), foram feitas analises diarias da densidade de células
algais viaveis e totais e da viabilidade celular no equipamento Muse Cell Count &
Viability Assay (Merck Millipore, EUA). A partir dos graficos das densidades de
células viaveis diarias, foram calculadas as taxas de crescimento por regressao linear na
fase exponencial de cultivo. Com as taxas de crescimento médias foram calculadas as
concentracdes de vinhaca que geraram inibicdo do crescimento algal em 50% em
relacdo ao controle para cada alga avaliada (EC50), permitindo uma analise
ecotoxicoldgica do residuo. A caracterizacdo fisico-quimicas da vinhaca centrifugada
foi realizada pelo laboratorio Sdo Lucas, da empresa ASL Analises Ambientais (Rio
Claro/SP, Brasil), por meio dos métodos descritos no capitulo anterior deste trabalho.

Foram selecionadas oito cepas algais com altas produtividades em vinhaca
centrifugada, bem como as concentracBes Otimas do residuo nas quais 0s maiores
crescimentos ocorreram. As microalgas selecionadas foram posteriormente cultivadas
nas mesmas condi¢cbes descritas anteriormente, utilizando-se as respectivas
concentragOes otimas de vinhaga e o meio artificial BG11 (Rippka et al., 1979) como
controle. Em 72 horas de cultivo, estas primeiras culturas serviram de inoculo

aclimatado para o segundo cultivo, de forma que os inéculos para os controles foram
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extraidos dos controles prévios e os indculos para as culturas em vinhaca foram obtidos
das culturas prévias em vinhaga.

Ao final do segundo experimento, com 96 horas de cultivo, os conteudos totais
das amostras em vinhaca para cada microalga foram centrifugados separadamente a
4000 rpm (2510 g), por 10 min a 25°C. Os sobrenadantes foram descartados e os pellets
microalgais sedimentados foram ressuspendidos em meio BG11 com pH ajustado de
acordo com o pH inicial das culturas. Como as culturas iniciais eram monoalgais e 0
meio BG11 ndo apresenta nenhuma fonte organica de carbono (Rippka et al., 1979),
necessaria para a sobrevivéncia e o crescimento de fungos e bactérias, a purificagdo das
cepas centrifugadas se deu por repicagens sequenciais em meio BG11. Cada cepa foi
repicada a cada 72 h por quatro vezes. Ao final do processo, que durou 13 dias, ndo foi
possivel observar contaminacGes nas culturas por fungos e bactérias ao microscépio
Optico Nikon, modelo Eclipse E200 (Japao), com ampliacdo de 400 vezes.

Cada cultura reisolada da vinhaga foi usada como inoculo para os terceiros
cultivos, tanto em vinhaca diluida quanto no controle em meio BG11. Estas terceiras
culturas foram utilizadas em 72 h como ino6culos reisolados e aclimatados para as
quartas culturas. Todos os tratamentos foram testados com tréplicas experimentais e
iniciados com a densidade de 5 10* células mL™. Na Figura 1 temos um esquema

mostrando as etapas sequenciais de cultivo relatadas anteriormente.

Inoéculo

( i em BG11 Cultivo 4
VRN BGlI Vinhaga
D D

& - t 72n |
Cultivo 1 [ &
Aclimatag@o Cultivo 3
BGl1 Vinhaca Aclimatacdo
b 72h l BG11 Vinhaca
D
(S (3 '\72 h /
Cultivo 2 4 ) ,
. Inoculo
_ re;()17(:2a%§ns reisolado
BGl11 Vinhaca Reisolamento 5 em BGI11

Figura 1. Esquema metodoldgico. Etapas de cultivo realizadas no teste de aclimatacdo e

reisolamento para cada uma das oito espécies microalgais testadas.

52



Inicialmente, as culturas usadas como indculo para 0s primeiros cultivos desta
fase experimental estavam mantidas em meio BG11, que é altamente rico em nutrientes
minerais. A fim de verificarmos se 0s estoques de nutrientes das células oriundas do
meio BG11 influenciaram em nossos resultados, avaliamos novamente todo o processo
de quatro etapas de cultivo com inéculo de C. vulgaris mantido previamente por 30 dias
em meio LC Oligo (AFNOR, 1980), reconhecidamente pobre em nutrientes. Neste caso,
0 processo de reisolamento também foi realizado em meio LC Oligo, cuja composi¢do

esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Meio LC Oligo. Composicéo das solugdes utilizadas (1 — 8) para confec¢do do meio

LC Oligo e concentragdes finais de cada componente no meio preparado (AFNOR, 1980).

Solucéo Componentes Concentracéo final (mol L?)
1 Nitrato de sédio (NaNOs3) 4,7 x 10*
2 Nitrato de amonio (NH4NO3) 5,0x10*
3 Nitrato de célcio (Ca(NOs).. 4H,0) 1,7 x 10*
4 Sulfato de magnésio (MgSQO.. H,0) 1,2 x 10*
5 Fosfato de potassio dibasico (K;HPO4) 2,3x10*
6 Sulfato de cobre (CuSQ4. 5H,0) 6,0 x 108

Molibdato de aménia ((NH4)sM070,4 . 4H,0) 2,4x 108
Sulfato de zinco (ZnSO,. 7H,0) 1,0 x 10”7
Cloreto de cobalto (CoCl,). 6H,0) 1,3x 107
Sulfato de manganés (MnSOs. H,0) 1,2 x 107
Acido bérico (HsBO3) 4,9 x107
7 Citrato de ferro (CsHsFeO7. 5H.0) 2,9x10*
Cloreto de ferro (FeCls. 6H,0) 3,1x10*
Sulfato de ferro (FeSO4. 7H,0) 2,2x10*
8 Bicarbonato de sédio (NaHCOs) 1,8 x 10

53



Em todas as etapas de cultivo foram avaliadas diariamente as densidades
celulares viaveis e totais e viabilidades celulares utilizando-se o contador automatico
Muse Cell Count & Viability Assay (Merck Millipore, EUA) e as absorbancias em 570
nm no espectrofotdmetro Nanocolor Macherey-Nagel (Reino Unido). Esta ultima
medida se refere a presenca de particulados no meio (Costa et al., 2003), incluindo
contaminantes e células algais. Comparando-se estes dados com as densidades celulares
algais pudemos inferir sobre a contaminacéo das culturas.

Os resultados obtidos foram plotados em graficos utilizando-se o programa
Origin 8.5. As analises estatisticas foram feitas utilizando-se o programa R 3.3.1, com
os testes paramétricos ANOVA e Tukey (p < 0,05) para comparacdo de todos

tratamentos entre si.

3.0 RESULTADOS

A Figura 2 apresenta as curvas de crescimento do teste ecotoxicoldgico do
residuo para dez microalgas no controle e nas sete concentracbes de vinhaca
centrifugada usadas. Ja a Figura 3 demonstra as taxas de crescimento e as densidades
celulares viaveis no 4° dia (96 h) de cultivo em relacdo as concentracdes da vinhaca.
Todas as microalgas estavam no final da fase exponencial ou inicio da fase estacionaria
de crescimento no 4° dia de cultivo (96 h), com células fisiologicamente saudaveis e
densidades celulares altas, 0 que ¢ interessante para a producdo comercial (Wood et al,
2005). Portanto, consideramos as densidades celulares finais neste ponto, e ndo em 144

h, quando os experimentos foram finalizados.
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Figura 2. Curvas de crescimento. Ln dos valores médios (n = 3) das densidades de células
vidveis (células 10° mL) diarias no ( M) controle em BG11 e nas concentracoes de (®) 5%,
(A) 10%, (V) 15%, (@) 20%, (d ) 30%, ( »>) 40% e (®) 50% de vinhaca centrifugada para as
algas (a) Chlamydomonas sp., (b) C. sorokiniana, (c) C. vulgaris, (d) Cyclotella sp., (e) D.
spinosus, (f) H. pluvialis, (g) Monoraphidium sp., (h) N. gaditana, (i) S. quadricauda e (j) T.
gracilis. As linhas tracejadas indicam as densidades celulares nas concentragdes 6timas de

vinhaca diluida com meio BG11 para (c) C. vulgaris e (i) S. quadricauda.
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Figura 3. Parametros de crescimento algal. Valores médios (n = 3) das ( ) taxas de
crescimento (dia) e ([J ) densidades celulares viaveis (células 10° mL) no 4° dia de cultivo
(96 h) em relagdo as concentragdes de vinhaca (%) para as algas (a) Chlamydomonas sp., (b) C.
sorokiniana, (c) C. vulgaris, (d) Cyclotella sp., (e) D. spinosus, (f) H. pluvialis, (g)
Monoraphidium sp., (h) N. gaditana, (i) S. quadricauda e (j) T. gracilis. A concentracdo de 0%

nos eixos horizontais dos graficos representa os pardmetros para os controles em BG11.
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Notamos um maior efeito restritivo da vinhacga nas densidades celulares em 96 h
do que nas taxas de crescimento, ja que as culturas em vinhaca tiveram um dia de fase
lag, diferentemente dos controles, que ndo tiveram fase lag. C. sorokiniana e C.
vulgaris, foram as espécies que apresentaram melhores desempenhos em vinhaga, com
taxas de crescimento de 2,0 e 1,5 dia' em 15 e 20% de vinhaca centrifugada,
respectivamente. C. sorokiniana, C. vulgaris, H. pluvialis e S. quadricauda
apresentaram parametros de crescimento melhores nas concentragdes 6timas de vinhaga
do que nos respectivos controles. Para as microalgas Chlamydomonas sp., D. spinosus,
Monoraphidium sp. e T. gracilis, os crescimentos em vinhaca representaram ao menos
50% dos valores obtidos nos controles. J& para as microalgas Cyclotella sp. e N.
gaditana, as redugdes nos crescimentos em relacdo ao controle superaram os 50%,
demonstrando elevada toxicidade da vinhaca para estas espécies. As concentracdes
Otimas de vinhaca centrifugada, que estimularam os maiores crescimentos algais, foram
de 5% para Chlamydomonas sp., H. pluvialis, Monoraphidium sp, e S. quadricauda,
15% para C. sorokiniana e 20% para D. spinosus e C. vulgaris. Cyclotella sp. e N.
gaditana ndo apresentaram crescimento em qualquer concentracdo de vinhaca.

As diluicBes da vinhaca nas concentragdes 6timas com meio BG11 para C.
vulgaris e S. quadricauda inibiram seus crescimentos, o que pbde ser demonstrado
através das reducdes nas respectivas taxas de crescimento de 1,49 para 0,41 dia e de
0,72 para 0,65 dia™, e nas densidades celulares em 96 h de 3,9 10° para 1,3 10° células
mL™ e de 9,0 10° para 5,2 10° células mL™.

A Figura 4 representa os valores de EC50, obtidos a partir das taxas de
crescimento, e as viabilidades celulares das microalgas no 4° dia de cultivo (96h) para

as concentracdes 6timas e em 50% de vinhaca centrifugada.
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Figura 4. Valores de EC50 e viabilidades algais. (a) Concentracdo de vinhaca centrifugada
(%) em que houve reducdo de 50% das taxas de crescimento para cada microalga em relagéo
aos respectivos controles em meio BG11 e (b) valores médios (n = 3) de viabilidade celular (%)
em 96 h de cultivo nas concentragdes 6timas (barras claras) e em 50% (barras escuras) de
vinhaca centrifugada. As viabilidades nos controles variaram entre 99% e 100%. Letras

diferentes indicam valores que diferiram significativamente entre si (p < 0,05).

As espécies com melhores pardmetros de crescimento nas concentragdes 6timas
de vinhaca sdo também as mais tolerantes a toxicidade do residuo, mesmo em
concentracdes mais elevadas, o que é indicado pelos altos valores de EC50. A variacdo
dos valores de EC50, que foram de 2,5 a 65,0% de vinhaca, indica que o efeito toxico
do residuo sobre a comunidade fitoplanctdnica é variado, o que pode acarretar em
desequilibrios ecolégicos graves. Os valores de viabilidade algal também demonstraram
que as cepas foram diferentemente afetadas pela vinhaca centrifugada. A viabilidade em
96 h na maior concentracdo de vinhaca usada (50%) foi significativamente menor do
que nas concentragdes 6timas do residuo para crescimento, enfatizando o efeito tdxico
concentracdo-dependente do residuo para as microalgas avaliadas.

Os parametros fisico-quimicos da vinhaca centrifugada sem dilui¢cdo, bem como
para as concentragdes Otimas utilizadas no crescimento das microalgas, sdo mostrados
na Tabela 2. Os valores para as concentragdes 6timas foram obtidos proporcionalmente
a vinhaca ndo diluida. Para fins de comparacgéo, relatamos também a composicdo do

meio BG11 usado como controle.
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Tabela 2. Caracterizacdo da vinhaca. Parametros fisico-quimicos determinados para a
vinhaga centrifugada e para as diferentes concentragdes 6timas do residuo usadas nos cultivos

microalgais comparados a composic¢ao do meio BG11.

Vinhaca centrifugada BG11

Parametro (mg L?)
100% 20%  15% 5%

So6lidos Suspensos Totais (SST) 1220 244 183 61 -
Dureza calculada 1573,6  314,7 236,0 78,7 -
Condutividade eletrolitica (uS cm™) 11620 2324 1743 581 -
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) 44863 8973 6729 2243 -

Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD) 17011 3402 2552 851 -

Nitrogénio Total Kjeldahl 340,5 68,2 51,3 17,1 1116,6
Sulfato 1416 283 212 71 29
Fosfato <2,0 <20 <20 <2,0 5,6
Sédio 10,4 2,1 1,6 0,5 421,0
Célcio 648 130 97 32 10
Potéssio 4380 876 657 219 7
Magnésio 498 99 76 25 7

A partir das densidades de células algais viaveis diarias na fase experimental de
avaliacdo da aclimatacdo e do reisolamento de cepas em vinhaca, foram construidas
curvas de crescimento para cada microalga em cada etapa de cultivo, que estdo

representadas na Figura 5.
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Figura 5. Curvas de
crescimento. Ln dos valores
médios (n = 3) de densidades
celulares viaveis (células 10°

mL?) diarias no ( 1) controle
emBGllenos (M)
tratamentos com vinhaca
centrifugada nas quatro etapas
experimentais para as
microalgas (a)
Chlamydomonas sp., (b) C.
sorokiniana, (c) C. vulgaris,

(d) D. spinosus, (e) H.
pluvialis, (f) Monoraphidium

sp., (g) S. quadricauda e (h) T.
gracilis. As linhas tracejadas
representam as culturas com
indculo inicial e reisolamento

em meio LC Oligo para (c) C.

vulgaris.
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Utilizando-se indculos iniciais oriundos de meio BG11l ou LC Oligo, com
reisolamento nos respectivos meios, para C. vulgaris, observa-se que ndo houveram
diferencas de crescimento em qualquer uma das quatro etapas de cultivo.

Com base nas densidades celulares vidveis apresentadas, foram obtidas as taxas
de crescimento nas fases exponenciais de cultivo, as quais estdo representadas na Figura
6.
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Figura 6. Taxas de crescimento. Valores médios (n = 3) das taxas de crescimento (dial) nos
meios com vinhaca centrifugada em cada etapa experimental para (a) Chlamydomonas sp., (b)
C. sorokiniana, (c) C. vulgaris, (d) D. spinosus, (e) H. pluvialis, (f) Monoraphidium sp., (g) S.
quadricauda e (h) T. gracilis. As linhas pontilhadas representam os valores médios das taxas de
crescimento nos controles em BG11 para as quatro etapas. Letras diferentes indicam valores que
diferem estatisticamente entre si (p < 0,05). Asteriscos (*) indicam valores em vinhaca que

diferem dos respectivos controles.

A Figura 7 demonstra os valores de densidades celulares finais, no 4° dia de
cultivo (96 h).
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Figura 7. Densidades celulares em 96 h. Valores médios (n = 3) das densidades celulares
vidveis (células 10° mL™) no 4° dia de cultivo (96 h) nos meios com vinhaga centrifugada em
cada etapa experimental para (a) Chlamydomonas sp., (b) C. sorokiniana, (c) C. vulgaris, (d) D.
spinosus, (e) H. pluvialis, (f) Monoraphidium sp., (g) S. quadricauda e (h) T. gracilis. As linhas
pontilhadas representam os valores médios das densidades celulares em 96 h nos controles em
BG11 para as quatro etapas. Letras diferentes indicam valores que diferem estatisticamente
entre si (p < 0,05). Asteriscos (*) indicam valores em vinhaga que diferem dos respectivos

controles.

De maneira geral, os parametros de crescimento nas culturas em vinhaca foram
melhores na 12 etapa experimental. Os menores valores foram encontrados na 42 etapa,
que foi realizada com as cepas reisoladas e aclimatadas. Para C. sorokiniana,
Monoraphidium sp. e Tetraselmis gracilis, as algas apenas reisoladas (3% etapa) se
desenvolveram melhor do que as que foram apenas aclimatadas (2% etapa). Em
Chlamydomonas sp. e C. vulgaris as taxas de crescimento da 22 etapa foram iguais ou
superiores as da 3? etapa, mas as densidades celulares finais tiveram o mesmo
comportamento descrito anteriormente para as outras espécies. Somente para D.
spinosus e S. quadricauda as algas apenas aclimatadas cresceram melhor do que as
reisoladas. Estes resultados mostram que tanto a aclimatacdo em vinhagca quanto o
reisolamento de cepas prejudicaram o crescimento algal para todas as espécies, sendo
que a aclimatacéo atuou de maneira mais drastica.

A Figura 8 mostra as viabilidades celulares algais, que estdo relacionadas a

saude fisiologica das microalgas, no 4° dia de cultivo (96h).
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Figura 8. Viabilidades celulares. Valores médios (n = 12 nos controles e n = 3 nos tratamentos
em vinhaca) das viabilidades celulares (%) no 4° dia de cultivo (96 h) para cada microalga nos
controles em BG11 (barras hachuradas) e nos tratamentos com vinhaga nas 12 (barras claras), 22

(barras cinza-claro), 3? (barras cinza-escuro) e 42 (barras escuras) etapas experimentais.

De maneira semelhante ao que aconteceu para 0s parametros de crescimento, 0s
melhores valores de viabilidade ocorreram na 1% etapa e 0s piores na 42 etapa
experimentais. Entretanto, para a maioria das espécies a viabilidade da 22 etapa foi igual
ou superior a 3% etapa. Apenas para Monoraphidium sp. e S. quadricauda, a viabilidade
das algas reisoladas foram superiores as das algas apenas aclimatadas.

A Figura 9 apresenta os valores de absorbancia em 570 nm no 4° dia de cultivo

(96 h).
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Figura 9. Material particulado. Valores médios (n = 12 nos controles e 3 nos tratamentos em
vinhaca) de absorbancia em 570 nm (U.A.) no 4° dia de cultivo (96 h) para cada microalga nos
controles em BG11 (barras hachuradas) e nos tratamentos com vinhaca nas 12 (barras claras), 22

(barras cinza-claro), 3? (barras cinza-escuro) e 42 (barras escuras) etapas experimentais.
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Os valores de absorbancia em 570 nm estdo relacionados a quantia de materiais
particulados no meio, incluindo células algais e contaminantes como bactérias e fungos
(Costa et al., 2003). As absorbancias em 570 nm foram sempre menores nos controles
do que em vinhaga, ja que o meio BG11 tem composicdo inorganica, ndo permitindo
elevada contaminacdo bacteriana ou qualquer contaminacdo flangica. Os elevados
valores para a microalga T. gracilis em BG11, se comparado aos controles das demais
algas, ocorrem devido a presenca de sais marinhos dos meios. Ja em vinhaga, as
absorbancias na 1? etapa tendem a ser menores do que nas demais, apesar do maior
crescimento algal. O aumento da absorbancia em 570 nm nas etapas seguintes, para a
maioria das microalgas, estaria atrelado & maior contaminacdo dos cultivos,
principalmente com as algas reisoladas e aclimatadas. Vale ressaltar que, mesmo
qguando as absorbancias foram semelhantes entre as etapas, como ocorreu com S.

quadricauda, o menor crescimento algal implica em maior contaminagdo dos meios.

4.0 DISCUSSAO

Ao cultivar dez espécies microalgais nas mesmas concentracdes e tratamento da
vinhaga, observamos respostas variadas em relacdo ao crescimento populacional.
Diferentemente da maior parte dos trabalhos com o residuo, que utilizam apenas uma
espécie, este estudo permitiu comparar as tolerdncias de véarias microalgas, um
importante subsidio para selecdo de linhagens para aplicacdo biotecnoldgica. Além
disso, a centrifugacdo é um processo simples em comparacdo com outros tratamentos da
vinhaga propostos na literatura (Mitra et al., 2012; Marques et al. 2013; Bonini 2016;
Candido e Lombardi 2017), tornando sua aplicacdo em escala comercial mais viavel.

As duas espécies do género Chlorella foram as que apresentaram melhores
desempenhos em vinhaca. O género Chlorella é reconhecido por sua robustez e
capacidade de adaptacdo em ambientes com diferentes salinidades, cargas nutricionais,
temperaturas e pHs (Lananan et al., 2013). Além disso, estas microalgas ja apresentam
taxas de crescimento elevadas nos controles, indicando um elevado potencial
reprodutivo que, aliado & tolerancia a toxicidade da vinhaga, podem ter facilitado a
competicdo com bactérias e fungos que se desenvolvem no residuo. Um dos melhores

resultados com este género de microalgas em vinhaca foi obtido por Candido e
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Lombardi (2017), cujas taxas de crescimento para C. vulgaris atingiram 1,2 dia em
vinhaca previamente adsorvida por argila esmectita e carvdo ativado e diluida a 60%.
Tal valor foi superado por este trabalho (1,5 dial), mostrando que um tratamento
simples como a centrifugacdo pode trazer crescimento de C. vulgaris tdo ou mais
promissor do que a literatura (Oliveira, 1988; Mitra et al., 2012; Candido e Lombardi,
2017). Embora o crescimento de C. vulgaris em vinhaca ja tenha sido observado, este
trabalho indica também a elevada tolerancia de C. sorokiniana, apontando um uso
promissor deste género na biorremediacdo do residuo.

As microalgas Chlamydomonas sp., D. spinosus e Monoraphidium sp., que
apresentaram taxas de crescimento em BG11 de 1,0, 1,6 e 1,5 dia™, respectivamente,
ndo apresentaram 0 mesmo desempenho em vinhaca, com taxas maximas de
crescimento em torno de 0,8 dial. Apesar das altas capacidades reprodutivas
apresentadas nos controles, os valores de EC50 para estas trés espécies ndo excederam
20% de vinhaca, indicando baixa tolerancia as condic¢Ges adversas impostas pelo residuo
em altas concentracdes. Entretanto, os crescimentos em 5% de vinhaca para estas
espécies ainda foram significativos, provavelmente devido as suas elevadas capacidades
reprodutivas.

De maneira semelhante, Kadioglu e Algur (1992) mostraram crescimento
aumentado de Chlamydomonas reinhardii em meio TAP suplementado com 1 a 5% de
vinhaca em relacdo ao controle em meio TAP, mas reducdo do crescimento em
concentracdes superiores. Esta reducdo foi observada em todas as concentracfes de
vinhagca testadas neste trabalho em relagdo ao meio BG11 para a cepa do mesmo género.
No entanto, vale lembrar que 0 meio BG11 é rico em nutrientes e amplamente utilizado
em cultivos industriais (Rippka et al., 1979), de maneira que, mesmo com tal reducéo, o
crescimento de Chlamydomonas sp. em vinhaca centrifugada a 5% ainda é bastante
significativo. Kadioglu e Algur (1992) obtiveram 5 10° células mL™* em 96 h de cultura
em meio TAP suplementado com 1% de vinhaga, enquanto que, na presente pesquisa,
atingimos 7 10° células mL? em 5% de vinhaga em agua, um diluente mais barato.
Portanto, a cepa desta espécie isolada de um ambiente acido trouxe melhores resultados
do que a literatura, com maior concentracdo de vinhaca e sem adicdo de nutrientes
sintéticos.

Mattos e Bastos (2016) utilizaram Desmodesmus sp. para o tratamento de
vinhaca, ocasionando reduc@es de 50% nas concentra¢fes de nitrogénio e de 35% na

DQO, com potencial para producédo de biomassa, assim como descrito neste trabalho. Ja
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Silva et al. (2017) obtiveram taxa de crescimento méaxima de 0,045 h™* (1,08 dia?) para
D. subspicatus em vinhaga autoclavada cultivada sob condicbes heterotroficas, o que
contribui para um aumento na contaminacdo da cultura. Assim, a taxa de crescimento de
0,8 dia® em vinhaca centrifugada obtida para D. spinosus na presente pesquisa é
significativa, considerando que nossa vinhaga nao foi autoclavada.

Né&o encontramos na literatura trabalhos que cultivem Monoraphidium sp. em
vinhaca. No entanto, Patidar et al. (2014) observaram crescimento mixotréfico de M.
minutum em quatro diferentes meios de cultura contendo os componentes organicos
glicose, frutose, residuo de biodiesel com glicerina ou acetato de sodio. Os autores
obtiveram o maior rendimento de biomassa, de 303 mg L* dia?, no meio com 15 g L
de frutose, enquanto que no residuo de biodiesel este crescimento foi de 85,2 mg L*
dial. Yu et al. (2012) obtiveram taxas de crescimento de 0,52 dial para
Monoraphidium sp. em meio de cultura BG11 com glicose e 0,15 dia™! sob condicdes
autotroficas. Assim, apesar do nosso crescimento reduzido para Monoraphidium sp. de
0,8 dia? em 5% de vinhaga centrifugada em relagdo ao crescimento de 1,5 dia no
controle em meio BG11, este resultado ainda é significativo quando comparado a
literatura, na qual o género é tido como promissor para a producao de lipidios visando a
geracgdo de biocombustiveis (Yu et al. 2012).

As cepas marinhas N. gaditana e T. gracilis foram incluidas neste estudo porque
vivem em ambientes com altas osmolaridades, mais proximas a da vinhaca. No entanto,
nossos resultados mostraram que esta semelhanca ndo ajudou as células de N. gaditana
a lidarem com as condi¢Bes adversas impostas pelo residuo. Esta cepa foi inibida
totalmente pela vinhaca, mesmo na concentracdo de 5%, apesar da taxa de crescimento
de 1,3 dia® em BG11. Independentemente da alta capacidade de crescimento biotico
demonstrada no controle, 0 EC50 para esta microalga foi inferior a 3% de vinhaca,
indicando baixa tolerdncia ao residuo, ainda que muito diluido. Os oceanos,
principalmente em regides distantes da costa, sdo ambientes com carga organica
reduzida devido a alta velocidade em que esta matéria é oxidada e sedimentada (Hedges
et al, 1997). A cepa de N. gaditana foi isolada do ambiente marinho, o que pode
explicar a alta sensibilidade a carga organica da vinhaga.

Ja T. gracilis, a outra espécie marinha testada, cresceu de forma semelhante ao
controle em 5% de vinhaga, apresentando maior toleréncia ao residuo do que N.
gaditana, com EC50 de 16% de vinhaca e viabilidade celular de 90%, mesmo em

vinhaca a 50%. De acordo com Asma e Mathew (2001), T. gracilis € uma espécie
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estuarina, adaptada a maiores influéncias de poluentes vindos da costa. De acordo com
0s autores, esta espécie foi capaz de reduzir a concentracdo de inseticidas
organoclorados em até 30% em solugbes aquosas, confirmando sua capacidade de
sobreviver em meio com compostos organicos desfavoraveis (Asma e Mathew, 2001).
Desta maneira, o crescimento de T. gracilis em vinhaca, ainda que a 5%, é vantajoso,
uma vez que a agua do mar é um diluente abundante e barato.

As similaridades entre as taxas de crescimento de H. pluvialis e S. quadricauda
em 5% de vinhaga e em seus respectivos controles (p > 0,05), além das menores taxas
de crescimento em concentracdes de vinhaca superiores a 10%, indicam a presenca de
componentes da vinhaca que afetam suas fisiologias. Além disso, 0s baixos potenciais
bioticos, representados pelos crescimentos lentos destas espécies nos controles em
BG11, indicam que seus desenvolvimentos podem ter sido mais comprometidos pela
contaminacdo do residuo do que 0s das espécies com crescimento acelerado. Ainda
assim, pesquisas recentes mostraram a capacidade destas espécies em crescer em
vinhaca, com potencial para a biorremediacdo do residuo. Gollo et al. (2016) cultivou
H. pluvialis em vinhaca a 3% com adicao de 0,7% de NaCl durante 15 dias, permitindo
0 posterior uso do residuo para a irrigacdo de plantas sem causar-lhes efeitos deletérios,
ja que sua citotoxicidade, estresse salino e quantia de compostos fendlicos foram
reduzidos. Haque et al. (2017) obtiveram taxa de crescimento de 0,32 dia™ e biomassa
de 4,4 g L para a mesma espécie em aproximadamente 1,6% de vinhaga suplementada
com 5% de CO., com reducdes equivalentes a 67% no carbono total e 91% no
nitrogénio total do residuo. Em relacdo a S. quadricauda, Ramirez et al. (2014) obteve
0,5 g Lt em meio Guillard suplementado com até 40% de vinhaga. Rocha et al. (2015)
obtiveram taxa de crescimento maxima de 0,41 d* para S. quadricauda em meio
sintético, menor do que a taxa de crescimento de 0,75 dia™ obtida em vinhaga diluida a
5%. Portanto, os crescimentos que obtivemos em vinhaca centrifugada para as espécies
H. pluvialis e S. quadricauda foram vantajosos em relagéo a literatura.

A diatomécea de agua doce Cyclotella sp., que possui baixa reprodugdo mesmo
no controle em BG11, foi altamente sensivel & vinhaga e ndo péde crescer em nenhuma
das concentragdes testadas. Geralmente, as diatomaceas tém reproducdo lenta porque
precisam sintetizar as frustulas de silica que as revestem (Lee, 2008). Além disso,
mudangas bruscas no ambiente, como pode ocorrido ao inocular Cyclotella sp. em
vinhaga, sdo estressantes e desencadeiam a reproducdo sexuada, a qual exige um

periodo ainda mais longo para geracdo de novos individuos (Raven, 2007). A materia
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organica e os nutrientes presentes em elevada quantidade na vinhaca ainda estimulam o
crescimento de bactérias e fungos (Silva et al., 2007), os quais podem ter competido
com a diatomacea, contribuindo ainda mais para inibi-la. Segundo Saros e Anderson
(2015), a distribuicdo de Cyclotella em ambientes aquaticos € guiada pela
disponibilidade de fésforo e nitrogénio e pela clareza da &gua, além destas espécies nao
tolerarem ambientes &cidos. Assim, a presenca de vinhaga no meio aumenta a carga de
matéria organica dissolvida e sua turbidez, afetando a sobrevivéncia e a reproducao da
cepa. Possivelmente, estas restricdes estdo relacionadas a auséncia de estudos que
utilizem esta diatomacea em culturas com vinhaca ou outros residuos organicos.

Na literatura, investigacbes sobre o crescimento de microalgas em vinhaga
expressam o0s efeitos toxicos ou promotores do residuo em termos de biomassa,
densidade celular ou teor de clorofila a (Kadioglu e Algur, 1992; Oliveira, 1988; Mitra
et al., 2012; Candido e Lombardi, 2017 Gollo et al., 2016; Ramirez et al., 2014). Na
presente pesquisa, adicionamos o pardmetro da viabilidade celular, que esta relacionada
a preservacdo do formato celular e da fluorescéncia da clorofila a nas células
microalgais e, portanto, as capacidades fisiologicas de sobrevivéncia e reproducdo. Nas
concentragfes 6timas de vinhaca, as viabilidades em 96 horas de cultivo foram sempre
superiores a 96%, demonstrando pequeno efeito da vinhaga quando utilizada em
concentragdes reduzidas. Por outro lado, nas culturas em vinhaca a 50%, as viabilidades
atingiram valores mais baixos, a partir de 62%, ajudando a explicar a limitacdo do
crescimento das algas acima de 20% de vinhaca. A osmolaridade e a toxicidade da
vinhaca sdo fatores que podem ter comprometido as células algais, reduzindo a
capacidade reprodutiva da populacdo. Assim, as baixas viabilidades de Monoraphidium
sp., Cyclotella sp e N. gaditana indicam danos drasticos que prejudicaram suas
sobrevivéncias, culminando em declinios acentuados nos crescimentos populacionais.

Os testes de Identificacdo e Avaliagdo de Toxicidade (TIE) consistem em uma
série de manipulacfes baseadas em um protocolo estabelecido pela USEPA (1991), que
promovem a remocdo de compostos especificos de um residuo de composicdo
desconhecida, para determinar as causas de sua toxicidade. Na vinhaca, Bonini (2016)
aplicou o procedimento TIE e observou que a manipulacdo que permitiu 0 melhor
crescimento de C. vulgaris foi a redugédo do pH para 3,0, 0 que promoveu a remocao de
sulfetos e cianetos (USEPA, 1991). Esta é uma das poucas pesquisas que investiga 0s
compostos de vinhaca que podem ser correlacionados a toxicidade do residuo para

microalgas. Outros autores relacionam a toxicidade e a cor escura dos residuos da
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destilaria, como a vinhacga, a presenca de compostos fendlicos chamados melanoidinas
(Ryan et al., 2008; Mohana et al., 2009). Além da toxicidade, a cor escura causada por
estas substancias dificulta a penetracdo da luz, necessaria para o processo fotossintético
das microalgas (Reynolds et al., 2006).

Comparando a composi¢do nutricional da vinhaga centrifugada a 5% com os
nutrientes do BG11, observamos que as concentragbes de calcio, potassio, magnésio e
sulfato do residuo diluido superam as do meio sintético, enquanto sddio, nitrogénio e
fosforo foram menores em vinhaga. Apesar destas diferencas, a vinhaca a 5% néo
causou limitagdo nutricional nas microalgas, como pdde ser visualizado pelas taxas de
crescimento de H. pluvialis, S. quadricauda e T. gracilis nestas concentragdes, que
foram equivalentes ao BG11, um meio rico em nutrientes (Rippka et al. 1979). Além
disso, nas culturas de C. vulgaris em 20% e de S. quadricauda em 5% de vinhaca
centrifugada diluida com meio BG11 houveram reducfes nos crescimentos em relacéo
aos meios diluidos com &gua deionizada. Pode-se afirmar que a vinhaca centrifugada
diluida, portanto, foi suficiente para suprir a demanda de nutrientes dos organismos e,
de maneira oposta, 0 excesso de nutrientes providos pela diluicdo com BG11 pode ter
elevado a osmolaridade dos meios de cultura, danificando as células algais (Kadioglu e
Algur, 1992). Portanto, os nutrientes fornecidos pela vinhaca, ainda que mais diluida,
foram suficientes para suportar o crescimento das microalgas sem limita-las.

O cultivo de microalgas em residuos reduz os custos de producdo de biomassa,
ao mesmo tempo que promove suas biorremediagdes. Utilizando organismos isolados
de locais com caracteristicas semelhantes as da vinhaca, ou mesmo da propria vinhaga,
ndo se garantiu o sucesso do crescimento algal, devido a elevada complexidade do
residuo e aos efeitos sinérgicos de suas caracteristicas. Portanto, investigacoes
sistematicas relacionadas a prospeccao de microalgas em meios com vinhaca ou outros
residuos sdo importantes para sua aplicacdo biotecnoldgica.

Microalgas sdo organismos que compdem a base das cadeias troficas em
ecossistemas aquaticos (Reynolds et al. 2006). Considerando que as dez espécies de
microalgas testadas possuem diferentes tolerncias a vinhaga, a contaminacdo dos
ecossistemas aquaticos por este residuo pode desequilibrar a abundancia das espécies,
afetando a biodiversidade fitoplancténica e o equilibrio das interagdes presentes nas
cadeias alimentares aquaticas. Segundo Silva et al. (2007), a aplicagdo excessiva da
vinhaca na irrigacdo e fertilizacdo dos solos das culturas de cana-de-agUcar pode

contaminar lencois freaticos subterraneos e aguas superficiais atraves de sua lixiviacéo e
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percolacdo. Neste sentido, outros usos da vinhaga que impecam tal contaminagdo, como
a composicdo de meios de cultura de microalgas, ganham ainda mais importancia.

As estratégias biologicas de aclimatacdo e reisolamento trouxeram prejuizos
para todas espécies microalgais cultivadas em vinhaca, tanto para o crescimento, quanto
para a viabilidade celular e a contaminagdo. Na etapa experimental que teve como
inéculo células aclimatadas e reisoladas, o efeito negativo foi ainda mais dréstico,
principalmente para as espécies Monoraphidium sp. e S. quadricauda. Um importante
fator que limita o crescimento algal em residuos é a contaminacdo por fungos e
bactérias, os quais regulam as populagdes naturais, inclusive dificultando a ocorréncia
de blooms algais (Carney e Lane, 2014). Os organismos contaminantes aumentam a
turbidez do meio, prejudicando a entrada de luz e a fotossintese (Raven, 2007), e
consomem matéria organica dissolvida, que também é fonte de nutrientes para as
microalgas no metabolismo mixotréfico por meio da osmotrofia (Schoonhoven, 2000).
Apesar destes prejuizos, quando as microalgas conseguem crescer exponencialmente em
cultivos e superar esta contaminacdo, atingindo elevada densidade celular, a propria
populacdo algal controla a quantia de contaminantes na vinhaca (Candido e Lombardi,
2018). Portanto, caso a contaminacdo seja intensa nos primeiros dias de cultivo, os
contaminantes superam competitivamente a capacidade das algas, dificultando seus
aumentos populacionais (Ricklefs e Relyea, 2014).

Na 22 e, principalmente, na 42 etapa experimentais, com microalgas aclimatadas,
notam-se elevadas absorbancias em 570 nm, apesar do menor crescimento algal. 1sso
indica que estas culturas contaminaram mais do que as ndo aclimatadas da primeira
etapa (Costa et al., 2003), o que se deve aos fungos e bactérias vindos nos indculos. Ao
gastarem mais energia neste processo competitivo, as microalgas ndo conseguem
dispender tantos recursos com sua sobrevivéncia e reproducao (Ricklefs e Relyea, 2014)
e, por isso, tém suas viabilidades e crescimentos populacionais reduzidos. Algumas
cepas lidaram de forma pior com esta contaminagdo, como é o caso de C. sorokiniana,
D. spinosus e Monoraphidium sp, enquanto C. vulgaris foi a que teve a melhor
capacidade competitiva.

Quando cultivada a partir de uma cultura inéculo mantida em meio LC Oligo
(AFNOR, 1980), C. vulgaris apresentou 0 mesmo desempenho do que quando mantida
inicialmente em meio BG11 (Rippka et al.,, 1979). Este padrdo mostra que o0s
crescimentos nas etapas sem aclimatacdo ndo foram maiores devido a acimulos de

nutrientes do meio de origem, ja que o meio LC Oligo € mais pobre nutricionalmente do
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que o BG11. Portanto, a contaminagdo, e ndo a limitacdo nutricional, é o fator
predominante na reducdo de crescimentos nas etapas com aclimatagdes.

T. gracilis teve um aumento de absorbancia ao longo das etapas
proporcionalmente menor do que nas demais espécies, possivelmente devido ao uso de
agua marinha na diluicdo. Segundo Carney e Lane (2014), apenas 0,6% das espécies de
fungos contaminantes de culturas algais s&o marinhos. Sendo assim, a busca por
espécies marinhas para cultivos em residuos diluidos é bastante vantajosa pois, além da
agua do mar ser um recurso abundante para a diluicdo, ainda temos a vantagem de a
contaminacéo dos cultivos ser menor.

Candido e Lombardi (2018) demonstraram que uma repicagem para aclimatacao
de C. vulgaris em vinhaca adsorvida por argila esmectita e carvdo ativado causou
aumento das taxas de crescimento em relacdo as culturas ndo aclimatadas, de 1,2 para
1,6 dia. Segundo as autoras, a contaminacdo do primeiro indculo no processo de
aclimatacdo ndo foi suficiente para comprometer o crescimento algal ja que,
diferentemente da centrifugacdo em nosso trabalho, o tratamento prévio de adsorcdo da
vinhaca reduziu sua carga oganica. Porém, o mesmo comportamento aqui descrito
ocorreu a partir da segunda repicagem em vinhaga adsorvida, confirmando a influéncia
da contaminacéo na inibic&o do crescimento algal (Candido e Lombardi (2018).

Na 3? etapa experimental, com algas apenas reisoladas, apesar dos inoculos néo
trazerem contaminacgdes prévias aos meios, a presenca de fungos e bactérias também é
elevada. Esta contaminacdo possivelmente ocorre devido a menor capacidade
competitiva das microalgas reisoladas, o que pode ser evidenciado pelas menores
viabilidades celulares. Carney e Lane (2014) afirmam que a contamina¢do é um grande
problema em culturas algais, pois bactérias e fungos trazem restricbes ao
desenvolvimento das microalgas.

A selecdo artificial € um mecanismo que possibilita 0 melhoramento biol6gico
de caracteristicas de interesse dos organismos em detrimento da reducdo de suas
variabilidades genéticas (Wright et al., 2005; Buckler et al., 2001; Flynn et al., 2010). A
reducdo nas variabilidades genéticas de cepas reisoladas imp6e menos dificuldades ao
crescimento dos demais contaminantes, dificultando a sobrevivéncia de organismos
selecionados artificialmente em ambientes naturais. Nestes ambientes, as variabilidades
genéticas das espécies auxiliam no controle do crescimento das demais populagdes e na
manutencdo do equilibrio ambiental (Flynn et al., 2010). Apesar de diversos trabalhos

apontarem a selecdo artificial de variagbes genéticas que privilegiem fenotipos mais
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resistentes como vantajosa (Swenson et al., 2000), o mesmo ndo foi observado com as
microalgas em vinhaga. Portanto, esta estratégia biologica atuou negativamente quanto

a producado de biomassa algal em vinhagca.

5.0 CONCLUSOES

C. sorokiniana em 15% e C. wvulgaris em 20% de vinhaca centrifugada
cresceram melhor do que em BG11, com taxas de crescimento de respectivamente 2,0 e
1,5 dia®. Chlamydomonas sp., H. pluvialis, Monoraphidium sp., S. quadricauda e T.
gracilis apresentaram desempenhos ligeiramente inferiores em vinhaca centrifugada a
5% do que nos respectivos controles, assim como D. spinosus em vinhaga a 20%, com
crescimentos entre 0,8 e 1,0 dia®. Portanto, 0 uso destas espécies em vinhaga
centrifugada diluida pode ser vantajoso em relacdo aos custos de producdo de
microalgas em meios artificiais, uma vez que resultaria em economia com nutrientes.
Para as espécies Cyclotella sp. e N. gaditana, a vinhaca foi altamente toxica,
inviabilizando qualquer crescimento. Elevada capacidade reprodutiva, tolerdncia a
toxicidade e origem de ambientes com caracteristicas semelhantes as da vinhaca nédo
garantiram que as algas tivessem um bom desempenho no residuo, tornando ainda mais
importantes estudos com selecdo de cepas. Os valores de EC50 para as microalgas
indicam que a contaminacdo dos ambientes aquéticos pela vinhaca, que pode ocorrer
por percolacdo ou escoamento, pode interferir na biodiversidade de espécies do
fitoplancton, gerando desequilibrios ambientais graves.

Apesar de estratégias biolégicas como a aclimatacdo e a selecdo artificial por
reisolamento serem relacionadas a melhoria da producdo, tais processos nao trouxeram
bons resultados para os cultivos algais em vinhaga. A aclimatagdo aumentou os
contaminantes biolégicos no indculo, os quais limitaram o crescimento algal. A selecéo
artificial também n&o contribuiu com a melhoria do crescimento algal em vinhaca, pelo
contrario, prejudicou a sobrevivéncia e reproducdo destes organismos. Os resultados
apresentados neste capitulo sdo uma contribuicdo aos setores ecotoxicologico, ambiental

e biotecnolodgico, contribuindo para o desenvolvimento de usos para a vinhaca.
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CAPITULO 3: ANALISE DA BIOMASSA PRODUZIDA EM
VINHACA TRATADA

Resumo

Apesar de terem se iniciado na década de 1980, os estudos sobre o cultivo de microalgas
em vinhaca ainda focam no crescimento e producdo de poucas espécies, ndo abordando
aspectos fisiolégicos dos organismos no residuo. Neste capitulo investigamos e
comparamos parametros produtivos e fisioldgicos das microalgas Chlamydomonas sp.,
Chlorella sorokiniana, Chlorella vulgaris, Desmodesmus spinosus, Haematococcus
pluvialis, Monoraphidium sp., Scenedesmus quadricauda e Tetraselmis gracilis em
vinhaca. Culturas com duracdo de 96 h foram realizadas em concentracdes 6timas de
vinhaca centrifugada, com controles em meio BG11. Diariamente, avaliaram-se as
densidades celulares, concentractes de clorofila a, absorbancias em 570 e em 684 nm e,
ao final dos experimentos, os biovolumes celulares e totais, biomassas secas, proteinas e
carboidratos totais. Em 48 horas, avaliaram-se as eficiéncias fotossintéticas maximas e
operacionais, decaimentos fotoquimicos (qP) e ndo fotoquimicos (QN e NPQ), curvas de
saturagdo luminosa e pardmetros relacionados como a, rETRm e Ek, bem como as
fixacOes teodricas de carbono. Apesar das taxas de crescimento em vinhaca serem
semelhantes aos controles, a vinhaga gerou aumentos nos biovolumes celulares e totais,
nas biomassas secas e nas proteinas totais. O residuo ndo causou danos ao aparato
fotossintético ou mesmo interferéncia na producdo de clorofila a. Entretanto, todas as
espécies fizeram uso do metabolismo mixotrofico, sendo que C. sorokiniana, C.
vulgaris e D. spinosus investiram mais em heterotrofia e H. pluvialis, S. quadricauda e
T. gracilis mantiveram maiores investimentos autotroficos. Logo, € possivel afirmar que
0 uso de vinhaga em cultivos microalgais estimula diversas vias metabolicas energéticas

e, em termos produtivos, é mais promissor do que o previsto na literatura.

Palavras-chave: Biomassa algal; Biovolumes; Biomoléculas; Phyto PAM; Mixotrofia.
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1.0 INTRODUCAO

Os estudos sobre producdo de microalgas em vinhaca avaliam os crescimentos
algais por meio de diferentes pardmetros, como densidades celulares, taxas de
crescimento, biomassas secas e analises bioquimicas. Utilizando concentracGes de até
5,0 g L de vinhaga de beterraba em meio Schlésser, Barrocal et al. (2010) geraram até
0,24 g L™t dia* de Spirulina maxima, em uma taxa de 0,1 dia. Marques et al. (2013)
produziram 70mgL? dia® de Chlorella vulgaris em vinhaca digerida
anaerobicamente, com produtividades de lipideos de 0,5 a 1,7 mg L dia. Coca et. al.
(2014) geraram 6,5 g L™ de Spirulina platensis, contendo 168 mg L de proteinas. Mais
recentemente, Santana et al. (2017) quantificaram as biomassas secas, proteinas e
carboidratos para rastrear espécies com alta produtividade em vinhaca dentre 40 cepas,
obtendo bons resultados com linhagens de Micractinium sp. e Chlamydomonas sp.

Com excessdo de Candido e Lombardi (2018), ndo ha investigacdes dos
parametros fisioldgicos das microalgas no residuo, que poderiam ser usadas para
melhorar as condi¢bes de cultivo. Além disso, a biomassa produzida neste residuo
organico contém contaminantes (Candido e Lombardi, 2018), sobre os quais geralmente
ndo se discute. Portanto, ndo encontramos na literatura estudos que englobem varias
medidas de produtividade das microalgas, seus parametros fisiologicos e a
contaminacéo oriunda de meios contendo compostos organicos como a vinhaga.

As microalgas sdo organismos com metabolismos energéticos variados, podendo
ser autotroficos, heterotroficos ou mesmo mixotréficos, quando usam fontes inorganicas
e organicas de carbono ao mesmo tempo (Schoonhoven, 2000). Cada espécie pode ter
diferentes adaptacdes metabolicas ao ambiente e, portanto, finalidades biotecnoldgicas.
Espécies com maior investimento heterotrofico sdo indicadas para o tratamento de
residuos organicos (Marchello et al., 2015), enquanto espécies que mantém altas taxas
fotossintéticas ocasionam maior fixagdo de gas carbOnico e sdo interessantes para a
mitigacdo do aquecimento global (Borges et al., 2007). Sabendo que a vinhaga é um
residuo complexo, rico em nutrientes minerais e organicos (Silva et al., 2007), sua
presenca em cultivos e nos ambientes aquéticos pode interferir de formas diferenciadas
na fisiologia das espécies algais.

Na fotossintese, o didxido de carbono (CO) é fixado em moléculas organicas
utilizando energia luminosa (Raven et al., 2013). Na etapa fotoquimica, a energia
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luminosa incide nos fotossistemas dos tilacéides e € direcionada pelo sistema antena até
0s centros de reagéo, onde existem clorofilas P680. Quando excitadas, estas clorofilas
perdem elétrons, que sdo carreados ao longo da cadeia transportadora por moléculas
associadas a membrana dos tilacdides. Este transporte gera um gradiente de protons
entre o limen do tilac6ide e o estroma do cloroplasto, permitindo a produgdo de ATP e
NADPH, que fornecem energia e poder redutor a etapa bioguimica da fotossintese,
possibilitando a fixacdo do carbono no Ciclo de Calvin (Raven et al., 2013).

O processo fotossintético microalgal pode ser quantificado de diversas maneiras,
como pela técnica do decaimento do 4C (Reynolds, 2006). Entretanto, esta técnica
necessita de reagentes caros e que trazem riscos para quem os manipula, aléem de
demandar uma incubacdo prolongada, ndo permitindo andlises instantaneas da
fotossintese. Ja a técnica de quantificacdo do oxigénio liberado mostra-se pouco precisa,
pois a respiracdo de organismos contaminantes e as variagdes nas taxas respiratorias das
proprias microalgas podem afetar o balango entre consumo e liberagdo de oxigénio.
Como alternativa, a fluorometria por Pulso de Amplitude Modulada (PAM) mensura as
fluorescéncias emitidas pela clorofila a durante a etapa fotoquimica da fotossintese
(Campostrini, 2010; Martins et al., 2009; Morris et al, 2008) de maneira instantanea e
precisa. A partir das fluorescéncias detectados, varios parametros sao obtidos, tais como
rendimentos, decaimentos fotoquimicos e ndo fotoquimicos, taxas de transporte de
elétrons (ETR) e curvas rapidas de saturacdo de luz (RLC). Como o passo fotoquimico
da fotossintese esta diretamente relacionado ao bioquimico (Raven et al., 2013), ainda é
possivel calcular a fixacdo autotrofica tedrica de carbono a partir de relacdes
matematicas estabelecidas na literatura (Juneau e Harrison, 2005; Morris et al., 2008).

O rendimento quantico ou fotossintético maximo indica a eficiéncia de absorcéo
de energia pelos fotossistemas Il quando os aceptores de elétrons estdo oxidados e
avidos por receberem elétrons (Genty et al., 1989). Estes valores sdo proporcionais a
energia luminosa direcionada aos processos fotoquimicos (qP) e também s&o
influenciados por processos de dissipagdo ndo fotoquimicos (Genty et al., 1989). Ja o
rendimento fotossintético operacional indica a propor¢do de energia luminosa incidente
nos fotossistemas Il que é utilizada pela microalga com os aceptores de elétrons
reduzidos, em uma condicdo semelhante aos ambientes naturais ou as luminosidades
dos cultivos (Campostrini, 2010; Martins et al., 2009).

As curvas rapidas de saturacdo de luz (RLC) sdo baseadas nas taxas relativas de

transporte de elétrons (rETR), determinadas a partir dos rendimentos fotossintéticos
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operacionais em luminosidades crescentes (Ralph e Gademann, 2005). Estas curvas
indicam como a fotossintese se comporta em diferentes luminosidades nas microalgas
com o estado fisiologico mantido ao longo dos cultivos (Ralph e Gademann, 2005).
Enquanto a luz é um fator limitante para a fotossintese, os valores de rETR aumentam
acentuadamente. A inclinacdo tangencial desta parte da curva (a) esta relacionada a
capacidade de captura e conversdo da energia luminosa (Henley, 1993). Aumentando as
intensidades luminosas, os valores de rETR estabilizam devido a capacidade maxima de
captacdo luminosa do aparato fotossintético, ocasionando a saturacdo fotossintética
(Raven et al., 2013). No final da curva h& reducdo nos valores de rETR devido ao
processo de fotoinibicdo, j& que existe um limite energético com o qual 0s mecanismos
dissipadores de energia conseguem lidar (Dewez et al., 2005; Raven et al., 2013). Ja a
fixacdo autotrdfica de carbono é proporcional a eficiéncia absoluta no transporte de
elétrons (aETR) a partir do PSII e é dada por célculos ja estabelecidos (Genty et al.,
1989; Morris et al., 2008; Juneau e Harrison, 2005, Lombardi e Maldonado, 2011).
Neste capitulo, investigamos parametros bioquimicos, fotossintéticos e
metabolicos de oito cepas microalgais em vinhaca centrifugada diluida, gerando
subsidios para a selecdo de espécies e condigdes mais produtivas e para a compreensao
das adaptacGes no metabolismo energético de microalgas que sustentam seu

desenvolvimento em um residuo complexo como a vinhagca.

2.0 MATERIAL E METODOS

Cultivos em vinhaca centrifugada de Chlamydomonas sp., C. sorokiniana, C.
vulgaris, D. spinosus, H. pluvialis, Monoraphidium sp., S. quadricauda e T. gracilis,
nas concentracbes Otimas e controles em meio BG11 (Rippka et al., 1979), foram
realizados em tréplicas experimentais em frascos para cultura de tecidos de 250 cm?®
com 150 mL de meio. O pH inicial dos meios foi ajustado para 6,8 — 7,0, exceto para
Chlamydomonas sp. que foi cultivada com pH inicial ajustado para 4,8 — 5,0. Os
cultivos foram mantidos em temperatura de 25 + 2 °C e luminosidade interna de 130
umol de fotons m? s, exceto para H. pluvialis, para a qual utilizou-se 90 umol de

fotons m2 s,
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A densidade celular inicial foi de 5 10* células mL?, exceto para H. pluvialis,
cujos cultivos foram inoculados com 2,5 10* cistos mL™. Os processos de aclimatagdo e
reisolamento de cepas a partir de meios com vinhaca, testados no capitulo anterior,
reduziram os crescimentos algais. Por isso, os inoculos utilizados foram retirados
diretamente de meio BG11 em fase exponencial de crescimento, com rendimento
fotossintético maximo (¢m) de ao menos 0,70, o qual indica que a alga estd com o
metabolismo fotossintético saudavel (Lombardi e Maldonado, 2011).

As culturas foram monitoradas diariamente por 96 h para densidade celular
(células mL™) por contagem em cdmara Fuchs-Rosenthal em microscopio Optico
(Nikon — modelo Eclipse E200, Jap&o), absorbéncia em 570 e em 684 nm
(espectrofotdbmetro Nanocolor Macherey-Nagel, Reino Unido) e fluorescéncia da
clorofila a (fluorimetro Trilogy - Turner Designs, EUA). Foram obtidas taxas de
crescimento (dia) de cada amostra a partir das regressdes lineares nas fases
exponenciais das curvas com as densidades celulares diarias. As absorbancias em 570
nm se referem a quantidade de material particulado no meio (Costa et al., 2003),
incluindo microalgas e contaminantes como fungos e bactérias. Ja as absorbancias em
684 nm se relacionam as particulas clorofiladas dos cultivos (Rodrigues et al., 2011), no
caso, as microalgas. A comparacdo destes valores fornece uma estimativa da
representacdo da contaminacdo nas biomassas geradas. A fluorescéncia da clorofila a
foi utilizada para obtenc&o das concentragdes de clorofila a (mg L) in vivo por meio da
equacdo 1, ap6s calibragdo do equipamento com clorofila a obtida de culturas de
Chlorella sorokiniana.

[Clorofila a] = (Fluorescéncia + 2870,2) / 7064,4 @

A vinhaca centrifugada, mesmo diluida, apresenta coloracdo e turbidez que
podem modificar as medidas espectrofotométricas e fluorimétricas citadas. Por isso,
para realizar estas medicOes, foram coletadas diariamente amostras de 4 mL de cada
cultura, as quais foram centrifugadas a 4000 rpm (2510 g) e 25 °C por 15 min. Os
sobrenadantes foram descartados e os pellets algais foram suspendidos com 4 mL de
meio BG11, mantendo as concentracaos iniciais das culturas. Antes das medicGes com
as amostras suspendidas, os equipamentos foram zerados com meio BG11, o qual tem
turbidez praticamente igual a da agua limpa. Os processos de centrifugacao e suspensao

também foram realizados com os controles em BG11 para que possiveis alteragdes
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fisiologicas pudessem ser identificadas. Amostras de vinhaga bruta sem a inoculagéo de
microalgas também foram centrifugadas e ressuspendidas em meio BG11. A analise
destas amostras pela técnica PAM néo captou nenhuma fluorescéncia, confirmando que
as medicOes geradas pelo Phyto PAM nas culturas se referiram apenas as microalgas.

No inicio do experimento e em 96 h, as dimensdes de 30 células microalgais por
amostra foram obtidas para o calculo dos biovolumes celulares (um?® célula™) de acordo
com Hillebrand et al. (1999), que consideram as formas geométricas da qual as células
se assemelham. Foram obtidos os biovolumes totais (mm3 mL?) das culturas
multiplicando-se os biovolumes celulares médios de cada tratamento pelas respectivas
densidades celulares iniciais ou finais das culturas. As variagdes entre os biovolumes
totais finais e iniciais foram multiplicadas pelo fator de conversio 0,12 10*? g C um?
(Turley et al., 1986) para obtencdo das produges em mg C L. Considerando a duragéo
experimental de quatro dias, foram obtidas as produtividades em mg C L dia™.

Para obtencdo da biomassa seca de cada cultura (mg L), foram realizadas
filtragens com uma bomba a vacuo de aliquotas de 30 mL de cada cultura final (96 h)
por filtros de fibra de vidro pré-pesados com diametro de 47 mm e porosidade de 0,6
pm. Os filtros foram colocados em estufa a 40°C por 48 horas para secagem e,
posteriormente, foram pesados novamente para o calculo das biomassas secas.

Ainda em 96 h de cultivo, foram coletadas amostras de 50 mL para anéalise de
proteinas totais (mg L), extraidas de acordo com Rausch (1981) e determinadas a partir
de Bradford (1976), e amostras de 30 mL para analise de carboidratos totais (mg L),
determinados por meio de Albalasmeh et al. (2013). A partir destas quantificacdes,
obtivemos as razbes proteina/carboidrato (P/C). As andlises de biomassa seca e de
proteinas e carboidratos totais se deram na biomassa total produzida, incluindo as
microalgas e 0s contaminantes das amostras, como fungos e bactérias.

Em 48 horas de cultivo, quando todas as culturas estavam em fase exponencial
de crescimento, foram avaliados os parametros fotossintéticos no fluorimetro Phyto
PAM (Walz - Alemanha). Este equipamento capta e quantifica as variagcbes nas
fluorescéncias emitidas pelas moléculas de clorofila a apds a excitacdo por um pulso
luminoso saturante em algas aclimatadas ao escuro (Fo, Fm e Fv ou AF), quando os
centros de reacdo dos fotossistemas Il estdo abertos, ou apos aclimatagéo a luz (F’o, F,
F’m e F’v ou AF’), quando os centros de reacdo estdo parcialmente fechados. A Figura

1 representa as emissdes de fluorescéncia mencionadas.
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Figura 1. Fluorescéncias da clorofila a captadas pelo PAM. Representacoes gréficas das
emissdes de fluorescéncia pela clorofila a ap6s estimulagéo por pulso de luz saturante
(representado por meio dos raios) em microalgas adaptadas ao escuro (centros de reagédo

abertos) e ao claro (centros de reacéo parcialmente fechados) (Campostrini, 2010).

O rendimento fotossintético maximo (¢m), obtido utilizando-se células adaptadas
ao escuro durante 20 min, esta relacionado a fluorescéncia minima (Fo) e a
fluorescéncia maxima (Fm) emitidas por estas células ap6s a aplicacdo de um pulso de
luz saturante de 2000 pmol fotons m2 s durante 0,2 s. O proprio equipamento PAM
determina estes valores por meio da equacdo 2 (Campostrini, 2010; Martins et al.,
2009).

om=(Fm-Fo)/Fm=Fv/Fm 2

O rendimento fotossintético operacional (¢'m), 0s decaimentos fotoquimico (gP)
e ndo fotoquimicos (gN e NPQ) foram obtidos em células adaptadas a luz actinica do
equipamento, com intensidade de 128 pmol fotons m? s*. Para obter o rendimento
fotossintético operacional (¢'m), 0 equipamento mede o valor minimo de fluorescéncia
“steady-state” emitido pela microalga adaptada a luz actinica (F ou FS) e o valor
méaximo de fluorescéncia (F'm) apo6s a emissdo de pulsos de saturacdo de luz a cada 20

segundos, ateé a estabilizacdo dos valores de fluorescéncia (Campostrini, 2010; Martins
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et al., 2009). O proprio equipamento determina este rendimento por meio da equacao 3
(Campostrini, 2010; Martins et al., 2009).

¢’m=(Fm-Fs)/Fm=Fv/Fm ®3)

O decaimento fotoquimico gP indica a propor¢do de energia luminosa que é
utilizada nos processos fotoquimicos fotossintéticos. Ja o decaimento ndo fotoquimico
gN estéa relacionado a fracdo da energia luminosa ndo utilizada na fotossintese, enquanto
o NPQ mostra-se proporcional a energia dissipada na forma de calor (Campostrini,
2010; Martins et al., 2009). Para o calculo dos decaimentos sdo utilizados os valores de
fluorescéncia fornecidos pelo proprio Phyto PAM, bem como o valor de F’o, dado pela
equacdo 4 (Oxborough e Baker, 1997). Os valores de gP, gN e NPQ foram calculados
por meio das equacbes 5, 6 e 7 respectivamente (Schreiber et al., 1986; Bilger e
Bjorkman, 1990; Maxwell and Johnson 2000).

F’0 = Fo / (Fv/Fm) + (Fo/Fm')) (4)
qP = (F’m — Fs) / (Fm — F’0) (5)
qN = (F’m — F*0) / (Fm — Fo) (6)
NPQ = (Fm—F’m)/ F’m (7

Ao aplicar pulsos de luz saturante a cada 20 segundos em amostras aclimatadas a
intensidades de radiag¢do fotossinteticamente ativa (PAR) crescentes, de 0 a 1730 pmol
fotons m? s, o PAM obtém valores sequenciais de rendimentos fotossintéticos
operacionais (¢'m), usados para calcular as taxas relativas de transporte de elétrons
(rETR, pmol elétrons m? s?) de acordo com a equagdo 8 (Ralph et al., 2002). Os
valores obtidos foram utilizados para a construcdo de curvas rapidas de luz (RLC) ou

também chamadas de curvas de saturagdo luminosa.

rETR = ¢’m X PAR (8)
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As curvas de saturacdo luminosa (fETR vs PAR) descrevem a resposta
fotossintética em relacdo a irradiancia (Ralph e Gademann, 2005) e foram modeladas de

acordo com Platt et al. (1980), por meio da equacéo 9.

rETR = rETRm X tanh (o X 1 / fETRm) - RB 9)

Onde:

rETR =taxa relativa de transporte de elétrons (umol elétrons m2 s?)

rETRm = taxa relativa de transporte de elétrons maxima (umol elétrons m2 s?)
a. = inclinacdo inicial da curva (umol elétrons m2 s [umol fotons m? s ?)

| = intensidade luminosa (PAR ou pmol fotons m2s?)

R® = perdas por respiragio

Tais modelagens foram feitas no programa IgorPro 5.03, que nos forneceu as
inclinagdes iniciais das curvas (o) e 0s valores de rETR méaxima (rETRm). Com estes
parametros calculou-se a irradiancia de saturagio (Ex, pmol fotons m2s™) por meio da

equacéo 10.

Exk =rETRm/ o (10)

Foram realizadas estimativas da fixacdo tedrica de carbono (produtividade
primaria bruta) utilizando-se varreduras de absorbancias entre os comprimentos de onda
de 300 a 700 nm no espectrofotbmetro NANOCOLOR UV / VIS (Macherey-Nagel,
EUA) em extratos de clorofila a preparados de acordo com Shoaf e Lium (1976). Para
preparacdo destes extratos, aliquotas de 10 mL de cada cultura foram filtradas através de
filtros de acetato de celulose (25 mm de didametro e 0,45 um de poro), os quais foram
posteriormente dissolvidos em 3 mL de dimetilsulfoxido (DMSO). Na faixa de
absorbéancia rastreada, dois picos de absorcao da clorofila a (aproximadamente em 430 e
650 nm) foram obtidos. Os valores de absorbancia nestes dois picos, os rendimentos
fotossintéticos operacionais e as concentraces de clorofila a (mg L) obtidas por meio
da equacdo 11 (Jeffrey e Humphrey, 1975) foram utilizados nos céalculos de fixacao

teorica de carbono.
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[Clorofila a] = (11,93 x 1664 — 1,93 x A647) x (Vs / Vf) (11)

Em que:

A664 = absorbancia em 664 nm

A647 = absorbancia em 647 nm

Vs = volume de solvente DMSO (3 mL)
Vf =volume de cultura filtrado (10 mL)

Para os célculos de fixacdo tedrica de carbono, obtiveram-se os coeficientes de
absorcéo de luz da clorofila a (a) de acordo com a equacéo 12 (Cosgrove e Borowitzka,
2010). Ja o coeficiente de absor¢édo especifico para clorofila a (a*), dado em funcédo da

concentracdo de clorofila a na amostra ([Chl a]), pode ser obtido pela equacdo 13.

a=2,303 x (A/l) (12)
a*=a/[Chl a] (13)
Em que:

a (m™) = coeficiente de absorcéo de luz da clorofila a
A = média dos picos de absorbancia obtidos na varredura em espectrofotémetro

| = largura da cubeta utilizada, que equivale a 0,01 m.

Em posse deste coeficiente especifico € possivel calcular a taxa absoluta de
transporte de elétrons (aETR) de acordo com a equacdo 14, proposta por Kromkamp e
Forster (2003) e modificada por Morris et al. (2008).

aETR = 0,5 X a* X PAR X ¢’m (14)

A partir dos valores de aETR, calcularam-se as fixagGes tedricas de carbono (PE,
mol C [mg Chl a]?* h') de acordo com a equacdo 15 (Kromkamp e Forster, 2003;
Morris et al., 2008). Para isso utiliza-se o coeficiente de rendimento da fixagdo de
carbono (®e, mol C [mol elétrons] ), que indica quanto carbono foi fixado por mol de

elétrons carreados na cadeia transportadora. Utilizou-se o valor de 0,2 para este
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coeficiente, ja que é necessario o transporte de cinco elétrons para cada carbono fixado
(Morris et al., 2008).

PB = aETR X ®e (15)

Multiplicando-se os valores de fixacdo autotréfica de carbono obtidos pela
massa molar do carbono (12,0107), foi possivel obter a taxa tedrica de incorporacdo do
carbono em g C [mg Chl a] h,

Os resultados foram plotados em gréaficos utilizando-se o programa Origin 8.5.
As analises estatisticas foram feitas utilizando-se o programa R 3.3.1, com 0s testes
paramétricos ANOVA e Tukey (p < 0,05) para comparacdo de todos tratamentos entre
si. Ainda foram realizados testes-t de Student no programa Excel 2016, para
comparagdo dos parametros dos controles com 0s respectivos tratamentos em vinhaca

para cada microalga (p <0,05).

3.0 RESULTADOS

As densidades microalgais e concentracbes de clorofila a diarias para o0s
tratamentos em vinhacga e nos controles estdo representadas na Figura 2. Em geral, as
concentracdes de clorofila a seguem os mesmos padrdes das densidades celulares, tanto
em BG11 quanto em vinhaca, indicando que o residuo ndo afetou a sintese deste
pigmento, essencial para a fotossintese. Em Chlamydomonas sp., H. pluvialis e S.
quadricauda, os tratamentos em vinhaga cresceram mais do que 0S respectivos
controles. Para as outras microalgas, o crescimento em vinhaca foi similar aos controles,

exceto para Monoraphidium sp, que apresentou crescimento reduzido no residuo.
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Figura 2. Curvas de crescimento. Ln dos valores médios (n = 3) das densidades celulares

(célula 10° mL™%, linhas sélidas) e das concentracdes de clorofila a in vivo (mg L2, linhas

0.6

Clorofila o (mgL")

tracejadas) nos ( [J) controles em BG11 e nos (M) tratamentos em vinhaga centrifugada para

(a) Chlamydomonas sp., (b) C. sorokiniana, (c) C. vulgaris, (d) D. spinosus, (e) H. pluvialis, (f)

Monoraphidium sp., (g) S. quadricauda e (h) T. gracilis.

As taxas de crescimento, densidades e biovolumes celulares em 96 h para cada

microalga sdo demonstrados na Tabela 1. Estes parametros foram geralmente iguais ou

maiores em vinhaca do que nos respectivos controles, exceto para Monoraphidium sp.
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Tabela 1. Pardmetros de crescimento algal. Valores médios (n = 3) das taxas de crescimento
(dial), densidades celulares em 96 h (células 10° mL?) e biovolumes celulares em 96 h (um?®
célula®) nos controles em BG11 e nas culturas em vinhaca. Os desvios padrdo estéo
representados entre parénteses. Os asteriscos indicam valores para 0s quais 0s tratamentos em
vinhaga diferiram dos respectivos controles (p < 0,05). Letras diferentes indicam valores que
diferiram significativamente entre si (p < 0,05) para cada parametro representado.

Taxas de Densidade Biovolumes

Espécies crescimento celular 10° celulares

Controle Vinhaca Controle Vinhagca Controle Vinhaca

Chlamydomonas  0,84*¢  0,97*¢  6,62*  14,40%  2315° 239,9¢
sp. (0,06) (0,03  (0,33)  (1,15)  (141,2)  (120,1)

150%  154°  37,96% 2953* 841  104,1*f
0,05 (002  (0,71)  (1,01) (26,5 (31,3)

C. sorokiniana

1,21*¢ 1,41% 12,23¢ 16,57¢ 101,7*"  460,2*d

C. vulgaris
(0,03) (0,02) (0,44) (0,76) (45,1) (208,0)
) 1,23¢ 1,20¢ 14,909 14,939 65,6* 172,5%f
D. spinosus
(0,04) (0,02) (0,70) (0,65) (15,6) (71,8)
o 0,249 0,349 0,50 0,64"  12508,2* 16227,3*?
H. pluvialis

(0,07)  (0,06)  (0,02)  (0,07) (4962,5) (10476,8)

Monoraphidium ~ 1,62**  0,79*¢  4837*  10,33*  13,1*f 24,2%f
Sp. (0,05 (004  (067)  (0,70) 3.3) (8.1)

0,75° 0,82° 5,02* 8,84*¢ 450,6*¢ 725,8*P

S. quadricauda
(0,04) (0,01) (0,14) (0,49) (201,8) (369,7)

0,64 0,63f 3,93¢ 3,38¢ 832,3*"  1373,3*"

T. gracilis
(0,04) (0,03) (0,19) (0,76) (217,9) (314,7)

A Figura 3 apresenta as produtividades estimadas a partir dos biovolumes totais
e as biomassas secas em 96 h de cultivo. Apesar de algumas microalgas terem taxas de
crescimento semelhantes entre controles e tratamentos em vinhacga, as produtividades e
biomassas secas quase sempre sdo maiores no residuo. A produtividade em vinhaca foi
140% maior do que no controle para Chlamydomonas sp., 400% para C. vulgaris, 170%

para D. spinosus, 160% para H. pluvialis, 200% para S. quadricauda e 50% para T.
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gracilis. C. sorokiniana teve produtividades iguais em vinhaga e nos controles e
Monoraphidium sp. teve valores 40% menores no residuo. J& as superioridades das

biomassas secas em vinhaca podem chegar a 300%, indicando vantagens produtivas do
residuo em relacdo ao BG11.

0.8+ b a

0.6 b —}

Biomassa seca (mg L'1)

Produt. (mg C L™ dia™)

Figura 3. Produtividades e biomassas secas. Valores médios (n = 3) de (a) produtividade (mg
C L1dia?) e (b) biomassa seca (mg L™) em 96 h de cultivo nos controles em BG11 (barras
claras) e nas culturas em vinhaca (barras escuras) para cada microalga. Letras diferentes

indicam valores que ndo diferiram significativamente entre si (p < 0,05).

O biovolume total refere-se apenas as microalgas, enquanto a biomassa seca esta
relacionada a toda comunidade microbiana da vinhaga, incluindo microalgas, fungos e
bactérias. Relacionando ambos pardmetros, conforme realizado na Figura 4, é possivel
inferir a representatividade das microalgas em relacdo a biomassa total produzida.

A elevada correlacdo entre biovolumes e biomassas indica que a contribuicéo
algal na comunidade microbiana das culturas é expressiva. Outra maneira de inferir a
representatividade algal é comparando as absorbancias em 570 nm e em 684 nm, que
representam o material particulado total e clorofilado, respectivamente (Costa et al.,
2003; Rodrigues et al., 2011), como representados na Figura 5.
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Figura 4. Correlacdo entre biovolume total e biomassa seca. Biovolume total (cm? L) em
funcéo da biomassa seca (mg L) para (CI / l) Chlamydomonas sp., (O / @) C. sorokiniana,
(A1 A) C. vulgaris, (V / ¥) D. spinosus, (< / €) H. pluvialis, (< / «) Monoraphidium sp.,
(>> 1 ») S. quadricauda e (O / @) T. gracilis. Os simbolos claros se referem aos controles e os
escuros as culturas em vinhaga. A regresséo linear entre os pontos tem equagéo y = 1,20 x -
0,01, com R2=0,70. H. pluvialis e T. gracilis ndo foram consideradas na regressdo devido ao

ciclo de vida complexo e habitat marinho, respectivamente.

Pode-se observar que a regressdo linear obtida passa proximo ao ponto (0,0) do
grafico, com um coeficiente linear de 0,01. Tendo em vista que se trata de uma
correlacdo entre parametros biologicos, podemos constatar a efetividade da correlagédo
estabelecida entre os parametros biovolume algal (microalgas) e biomassa seca
(comunidade microbiana).

A Figura 5 mostra as absorbancias em 570 e em 684 nm. Nos controles a
abosrbancia nestes valores sdo similares, indicando que a biomassa gerada é composta
basicamente por microalgas. Entretanto, nos tratamentos em vinhaca ha diferencas entre
as abosrbancias 570 nm versus 684 nm, apontando para a presenca de contaminantes
nas biomassas produzidas. Porém, estas diferencas séo significativamente menores do
que as absorbancias em 684 nm, indicando prevaléncia das microalgas em detrimento
dos fungos e bactérias na biomassa, assim como observado a partir da correlacao entre

biovolumes totais e biomassas secas finais.
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Figura 5. Absorbancias. Valores médios (n = 3) de absorbancias (U.A.) em 570 nm (linhas
s6lidas) e em 684 nm (linhas tracejadas) nos controles em BG11 (simbolos claros) e culturas em
vinhaca (simbolos escuros) para (a) Chlamydomonas sp., (b) C. sorokiniana, (c) C. vulgaris, (d)

D. spinosus, (e) H. pluvialis, (f) Monoraphidium sp., (g) S. quadricauda e (h) T. gracilis.

A Tabela 2 mostra os resultados das determinagdes bioquimicas das biomassas
produzidas, com as quantias de proteinas e carboidratos totais e as relagdes entre estes

valores (razdes P/C).
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Tabela 2. Proteinas e carboidratos totais e razdes proteinas/carboidratos (P/C). Valores
médios (n = 3) de proteinas totais (mg L), carboidratos totais (mg L™) e razdes entre proteinas
e carboidratos (razdes P/C) em 96 h nos controles em BG11 e nos tratamentos em vinhaga para

cada microalga. O desvio padréo sdo apresentados entre parénteses. Os asteriscos indicam
valores para os quais os tratamentos em vinhaga diferiram dos respectivos controles (p < 0,05).
Letras diferentes indicam valores que diferiram significativamente entre si (p < 0,05) para cada

pardmetro representado.

Proteinas totais Carboidratos totais

Espécies (mg L) (mg L)

Razdes P/C

Controle Vinhaga Controle Vinhaga Controle Vinhaca

Chlamydomonas ~ 10,23*  46,85%°  10,94%  1190¢  0,94*f 3,04%°
sp. (0,36) (0,94) (0,92) (0,42) (0,05) (0,21)

556  37,42*°  583%  721%f 0 0pH 5,20%
(0,22) (1,95 0,63)  (0,47)  (0,10) (0,31)

C. sorokiniana

) 5,65*¢ 45,98*%® 5,89 6,67 0,97* 6,99*2

C. vulgaris
(0,97) (2,09) (0,31) (0,86) (0,21) (1,16)
) 4,81*¢ 49,65*? 7,37 7,99 0,66* 6,23*2

D. spinosus
(0,67) (1,12) (0,76) (0,95) (0,15) (0,54)
o 19,24*¢  41,62*® 18,642 18,77° 1,04*f 2,22

H. pluvialis

(4,62) (5,06) (1,01) (0,82) (0,29) (0,26)

Monoraphidium ~ 4,14*  2231*  530% 6475  0,78*f 3,45%°
sp. (0,45) (2,39) (0,64) (0,52) (0,06) (0,38)

4,94%*¢ 48,13*®  12.99*bc 14 57*b 0,38* 3,30*

S. quadricauda
(0,63) (3,57) (0,79) (0,28) (0,03) (0,26)

8,07+ 1866  938%  10,11%  086*  1,.85%

T. gracilis
(1,25) (0,40) (1,31) (0,52) (0,09) (0,08)

As quantias de carboidratos totais sdo praticamente as mesmas comparando-se
controles e culturas em vinhaca para cada microalga, variando entre 5 a 20 mg L. Ha
um aumento acentuado nas proteinas totais em vinhaca, atingindo concentracoes de 20 a

50 mg L no residuo. Este aumento proteico na biomassa gerada em vinhagca foi desde
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300% para T. gracilis até 1000% para C. vulgaris. Por consequéncia, as razGes P/C
tiveram aumentos significativos na vinhaga em relagdo ao BG11.
Em relacdo a fisiologia microalgal, os rendimentos fotossintéticos maximos (¢m)

e operacionais (¢'m) em 48 h de cultivo estdo representados na Figura 6.
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Figura 6. Rendimentos fotossintéticos maximos e operacionais. Valores médios (n = 3) dos
(a) rendimentos fotossintéticos maximos (¢m) e (b) operacionais (¢’m) em 48 horas de cultivo
nos controles em BG11 (barras claras) e nos tratamentos em vinhaga (barras escuras) para cada
microalga. Os asteriscos indicam valores para 0s quais 0s tratamentos em vinhaca diferiram dos

respectivos controles (p < 0,05).

Para S. quadricauda, os rendimentos fotossintéticos foram maiores em vinhaca
do que em BG11, enquanto que para H. pluvialis e T. gracilis estes valores em vinhaca
foram semelhantes aos respectivos controles. Para as outras cinco cepas, 0s valores de
om € ¢'m foram menores em vinhaca do que em BG11, indicando que diferentes vias
metabolicas podem estar operando nas células para manter o crescimento no residuo. As
microalgas foram diferentemente afetadas pela vinhaca, ja que as intensidades da luz
fornecidas as culturas foram as mesmas para os tratamentos em BG11 ou em vinhaga.

A partir das fluorescéncias detectadas pelo Phyto PAM, foram calculados os

decaimentos fotoquimicos e ndo fotoquimicos, os quais estdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7. Decaimentos fotoquimicos e ndo fotoquimicos. Valores médios (n = 3) dos
decaimentos (a) fotoquimico gP, (b) ndo fotoquimico gN e (c) ndo fotoquimico NPQ em 48
horas de cultivo nos controles em BG11 (barras claras) e nos tratamentos em vinhaca (barras
escuras) para cada microalga. Os asteriscos indicam valores para 0s quais 0s tratamentos em

vinhagca diferiram dos respectivos controles (p < 0,05).

Os valores de gP para todas as microalgas foram entorno de 0,9, ndo havendo
diferencas entre os controles e os tratamentos em vinhaca. Os valores de qN variaram
entre 0,1 e 0,3, sem diferencas significativas entre controles e tratamentos em vinhaca
para Chlamydomonas sp., D. spinosus, S. quadricauda e T. gracilis. Os valores de NPQ
variaram entre 0,1 a 0,2, sem diferencas significativas entre culturas em BG11 e em
vinhaga para sete cepas testadas. Para a microalga H. pluvialis em BG11 houveram
grandes aumentos nos decaimentos ndo fotoquimicos gN e NPQ, que chegaram a 0,5.

Ainda se referindo a fisiologia fotossintética algal, a Figura 8 apresenta as curvas

rapidas de saturacdo luminosa para as microalgas.
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Figura 8. Curvas de saturacao luminosa. Taxas relativas de transporte de elétrons (rETR,
umol elétrons m2 st) em funcdo da intensidade de radiacéo fotossinteticamente ativa (PAR,
umol fotons m? s1) nos controles (linhas sdlidas) e tratamentos em vinhaca (linhas tracejadas)
para (a) Chlamydomonas sp., (b) C. sorokiniana, (c) C. vulgaris, (d) D. spinosus, (e) H.
pluvialis, (f) Monoraphidium sp., (g) S quadricauda e (h) T. gracilis.

A partir das curvas de luz construidas e da modelagem matematica proposta por
Platt et al. (1980), foram obtidos os parametros fotossintéticos a, rETRm € Ek, 0S quais
estdo representados na Figura 9, juntamente com os valores teéricos de carbono fixado

autotroficamente.
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Figura 9. Par@metros fotossintéticos. Valores médios (n = 3) das (a) inclinages iniciais das
curvas de luz (o, pmol elétrons m?s* [umol fétons m2 s1]2), (b) taxas relativas de transporte
de elétrons maximas (rETRm; umol elétrons m2 s, (c) irradiancias de saturagéo (Ex; pumol
fotons m2 s1) e (d) quantias tedricas de carbono fixado autotréficamente (mg C [mg Chl a]* h?)
nos controles em BG11 (simbolos claros) e em vinhaga (simbolos escuros) para cada microalga.
Os asteriscos indicam valores para 0s quais 0s tratamentos em vinhaga diferiram dos respectivos

controles (p < 0,05) para cada parametro.

De maneira geral, as microalgas H. pluvialis, S. quadricauda e T. gracilis
conseguiram manter os parametros relacionados as curvas de luz em vinhaca similares
aos controles, culminando em fixagdes tedricas de carbono também semelhantes. Nas
demais espécies, a vinhaca causou reducdes dos parametros fotossintéticos e fixacdes de
carbono que ndo acarretaram em redugfes no crescimento populacional, na

produtividade ou na producgdo de biomassa, como demonstrado anteriormente.

4.0 DISCUSSAO

As microalgas testadas, com exce¢do de Monoraphidium sp., se desenvolveram

em vinhaga centrifugada tanto quanto ou melhor do que em BG11, indicando que a
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toxicidade, osmolaridade, turbidez e contaminacdo impostas pelo residuo (Silva et al.,
2007; Kadioglu e Algur, 1992; Candido e Lombardi, 2018) foram superadas nas
diluicdes utilizadas. Avaliando diversos meios para o cultivo de Botryococcus braunii,
Dayananda et al. (2007) observaram as maiores produtividades de biomassa e
hidrocarbonetos em BG11. Como este meio é rico em nutrientes minerais (Rippka et al.,
1979) e amplamente utilizado em culturas em larga escala (Rodolfi et al., 2008; Johnson
et al., 2017), nossos resultados em vinhaca sdo bastante interessantes. Além disso, o uso
da vinhaca diluida em detrimento do meio comercial leva a economia com nutrientes
sintéticos, bem como ao uso de um residuo que precisa ser descartado.

A clorofila a € uma molécula bioativa que desperta interesse comercial, assim
como carotenoides e outros pigmentos acessorios, devido as suas acdes antioxidantes
(Borowitzka, 2013). Budyono et al. (2013) demonstraram que concentracfes de vinhaca
maiores do que 0,8% no meio de cultura reduziram a producdo de clorofila a em S.
platensis, diminuindo sua capacidade fotossintética e, consequentemente, seu
crescimento. Em nossos experimentos, entretanto, a vinhaca centrifugada nas
concentracdes 6timas nao comprometeu a producdo de clorofila a, indicando que as
microalgas permaneceram fisiologicamente ativas e saudaveis e puderam manter suas
capacidades fotossintéticas e de fixa¢do de carbono inorgénico (Borges et al., 2007).

O biovolume celular é uma medida de produtividade amplamente utilizada para
avaliar comunidades fitoplanctdnicas naturais, como realizado por Mandal et al. (2018),
que investigaram a influéncia das formas de nitrogénio na diversidade e produtividade
destes microrganismos, e Sutherland et al. (2018), ao analisarem a influéncia sazonal na
dindmica das lagoas de tratamento de esgoto. Embora ndo existam trabalhos
biotecnologicos com microalgas que utilizem o biovolume, este parametro indicou
vantagens na produtividade de algas em vinhaca em comparacdo aos controles, apesar
das taxas de crescimento semelhantes. Coca et al. (2014) e Santos et al. (2016)
mostraram aumento de proteinas na biomassa da Spirulina sp. cultivada em vinhaca,
assim como observamos para as microalgas avaliadas. Segundo Marques et al. (2013), a
vinhaca ainda estimula o aumento de lipidios na biomassa algal, uma vez que impde
toxicidade (Silva et al. 2007), a qual acarretaria em acumulo de biomoléculas
energéticas. Dentre os lipidios acumulados pelas microalgas estdo alguns compostos de
alto valor agregado como os acidos graxos poli-insaturados, utilizados pela industria
farmacéutica para nutricdo humana (Chu, 2012), trazendo ainda mais vantagens ao

cultivo algal. Portanto, o acumulo de proteinas e, possivelmente, de lipidios em
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microalgas cultivadas em vinhaca seria responsavel pelos aumentos observados nos
biovolumes celulares e totais e nas produtividades em vinhaga.

Em concordancia com os biovolumes, as biomassas secas finais sdo maiores em
vinhaca do que nos controles. Além das produtividades algais superiores, contaminantes
como bactérias e fungos também contribuiram para este aumento nas culturas em
residuo (Candido e Lombardi, 2018). Entretanto, a grande maioria dos estudos retratam
a produtividade de microalgas em vinhaca, com diferentes dilui¢bes e tratamentos, por
meio da biomassa (Barrocal et al, 2010; Marques et al., 2013; Coca et al., 2014; Santana
et al., 2017), desconsiderando a contribuicdo de contaminantes tipicos de residuos
organicos. Ndo ha trabalhos que mensurem, apontem ou discutam a presenca desta
contaminacdo nas condicGes avaliadas, superestimando a producdo microalgal.

Embora a biomassa seca ndo represente a biomassa microalgal real em vinhaca,
nosso trabalho mostrou grande correlagcdo entre estes parametros. Observaram-se altas
correlagfes entre os biovolumes totais, relacionados apenas as microalgas, e biomassas
secas, correspondentes a comunidade microbiana como um todo, incluindo microalgas e
contaminantes. Além disso, observaram-se semelhancas entre as absorbancias em 684
nm, relacionadas as particulas clorofiladas (Rodrigues et al., 2011), e as absorbancias
em 570 nm, que correspondem ao material particulado total (Costa et al., 2003). Em 96
h, a absorbancia a 684 nm representa a0 menos 78% dos valores em 570 nm, com
porcentagem minima para C. vulgaris e D. spinosus. Como estas cepas foram cultivadas
nas maiores concentracdes 6timas de vinhacga centrifugada, pode-se dizer que quanto
mais residuo houver no meio, maior a contaminagdo (Candido e Lombardi, 2018).
Baixas concentracdes de vinhaca centrifugada proporcionaram menor disponibilidade
de nutrientes organicos (Silva et al., 2007), possibilitando o predominio microalgal na
biomassa em detrimento de contaminantes heterotréficos. Portanto, estudos que
retratem culturas de microalgas em vinhaga tratada em alta concentracdo e que
representem a produtividade somente por biomassa podem ter conclusdes distorcidas.

A microalga marinha T. gracilis foi a que teve menor aumento proporcional de
absorbancia em 570 nm na vinhaca em relacdo ao controle, o que pode ter ocorrido
devido a baixa contaminagdo fungica em ambientes salinos (Carney e Lane, 2014).
Logo, a producdo desta microalga em vinhaga tem como vantagens a geracdo de
biomassa algal menos contaminada, além da grande disponibilidade de agua marinha
para a diluicdo do residuo caso as usinas sucroalcooleiras geradoras da vinhaga estejam

proximas ao ambiente marinho.
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Em geral, as linhagens que resultaram na maior producdo de proteinas e
carboidratos totais em vinhaga foram Chlamydomonas sp., H. pluvialis, S. quadricauda
e T. gracilis, que também apresentaram as menores taxas de crescimento dentre as
microalgas testadas. Este contraste pode ser explicado pelos maiores biovolumes
celulares e totais que estas espécies apresentaram, indicando novamente que apenas a
taxa de crescimento ndo € um bom parametro quando se deseja selecionar espécies com
maior produtividade em residuos como a vinhaca.

A razdo entre proteinas e carboidratos (raz6es P/C) é aproximadamente 1,0 para
todos os controles. Razdes iguais ou maiores do que 1,0 indicam que as microalgas
estdo fisiologicamente saudaveis, uma vez que carboidratos sdo biomoléculas
acumuladas sob condicGes de estresse (Rocha et al., 2015). Para a vinhaca, estes valores
foram superiores a 2,0, indicando predominancia de proteinas na biomassa. Coca et al.
(2014) também observaram prevaléncia de proteinas na biomassa de S. platensis
produzida em vinhaca, assim como Santos et al. (2016) para S. méaxima, que
relacionaram este aumento ao metabolismo especifico desta espécie. Entretanto, a
especificidade apontada pelos autores nao proceda, jA que observamos quantidade
proteica acentuada para todas as espécies aqui testadas em vinhaca. A prevaléncia de
proteinas pode ser explicada pela ocorréncia de fungos nesta biomassa, 0s quais tém
composicdo rica nesta biomolécula (Cochrane, 1958). Além disso, as proteinas estdo
presentes nas células como componentes estruturais, enzimas, pigmentos e ligantes, de
forma que seus aumentos em vinhaca podem estar relacionados aos aumentos de
enzimas que contribuem para a superacao da toxicidade e da competicdo (Santos et al.,
2016). Em termos produtivos, a riqueza de proteinas e quantidades moderadas de
carboidratos na biomassa algal gerada em vinhaca sdo interessantes para uso em
suplementacdo animal, producdo de racdo e piscicultura (Borowitzka, 2013).

Os rendimentos fotossintéticos maximos nos controles foram iguais ou
superiores a 0,7, indicando fisiologias fotossintéticas microalgais saudaveis (Juneau e
Harrison, 2005; Kromkamp e Foster, 2003; Lombardi e Maldonado, 2011). Os
rendiimentos fotossintéticos operacionais também se mostraram proximas entre 0s
controles, com valores em torno de 0,6, igual ao encontrado por Camargo e Lombardi
(2018) para C. sorokiniana em meio BG11 com células fisiologicamente saudaveis. H.
pluvialis foi a Unica microalga que apresentou menores rendimentos operacionais (¢p'm =
0,50; p <0,05) em relagéo aos demais controles, o que pode estar associado ao seu ciclo

de vida. Segundo Kobayashi et al. (1997), que propds um ciclo de vida com vérias
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etapas para esta espécie, o inéculo de H. pluvialis utilizado no presente trabalho
continha cistos maduros, de maneira que, em 48 h, as células se encontravam em fase
vegetativa. Nesta fase, ha intensa degradacdo de carotenoides (Kobayashi et al., 1997),
0 que pode ter modificado os metabolismos energéticos destes organismos e reduzido os
rendimentos fotossintéticos.

Embora a técnica PAM tenha sido usada desde a década de 1980 (Genty et al.,
1989), poucos estudos a aplicaram em microalgas cultivadas em meios com compostos
organicos. Em vinhaca, a maioria das microalgas tiveram reducdo dos rendimentos
fotossintéticos m&ximos e operacionais em relacdo aos controles, sem prejuizos aos seus
crescimentos, indicando metabolismo mixotréfico (Candido e Lombardi, 2018;
Marchello et al., 2018). Neste metabolismo, 0 organismo produz matéria organica a
partir de fontes ambientais de energia e usa a matéria organica presente no meio (Nelson
e Cox, 2014). Chlorella e Desmodesmus foram o0s géneros que apresentaram
crescimentos Otimos em maiores concentragfes de vinhaga, mas 0s menores
rendimentos fotossintéticos, indicando maiores investimentos na incorporacdo de
componentes organicos. H. pluvialis, S. quadricauda e T. gracilis utilizaram a energia
luminosa em vinhaga de maneira tdo eficiente quanto seus controles, apesar da presenca
de compostos organicos no meio de cultivo. Entretanto, o aumento da produtividade
para estas espécies indica que houve uso de compostos organicos do meio, ainda que
altos rendimentos fotossintéticos fossem mantidos.

As semelhancas entre os valores de gP nos tratamentos em vinhaga e nos
respectivos controles sugerem que a capacidade do sistema antena em direcionar a
energia luminosa para o estagio fotoquimico da fotossintese foi preservada (Juneau e
Harrison, 2005; Lombardi e Maldonado, 2011). O gP esté relacionado ao estado redox
da plastoquinona A (Qa), 0 primeiro aceptor de elétrons da cadeia de transporte aciclica
entre o PSIl e o PSI (Krause e Jahns, 2003). Assim, 0 uso de vinhaga centrifugada em
concentragcdes 6timas como meio de cultura ndo afetou a capacidade de transporte de
elétrons, embora a rETRm tenha sido menor na vinhaga, conforme serd discutido
posteriormente. Ou seja, embora as capacidades fotossintéticas fossem mantidas em
vinhaca, a maioria das espécies ndo efetuou suas potencialidades plenas.

Para a maioria das espécies, verificamos que os decaimentos ndo fotoquimicos
gN e NPQ ndo diferem significativamente entre controles e culturas em vinhaga ou
mesmo entre as espécies, indicando que as células ndo estavam sob estresse. Os

decaimentos ndo fotoquimicos indicam a energia de desexcitacdo de elétrons que é
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dissipada de forma geral (gQN) ou como calor (NPQ) (Krause e Jahns, 2003). Esta
dissipacdo ¢ uma maneira de proteger os dispositivos fotossintéticos sob condicbes de
toxicidade ou danos promovidos por compostos toxicos (Dewez et al., 2005). Com isso,
a manutencdo destes valores similares aos controles demonstra que, nas concentragdes
de vinhaca testadas, ndo houve dano ao aparato fotossintético da microalga.

Novamente, é notavel o comportamento de H. pluvialis, que apresentou altos
valores de gN e NPQ no controle (~ 0,5) devido ao seu complexo ciclo de vida
(Kobayashi et al., 1997). A intensa degradacdo dos carotenoides na fase do ciclo de vida
avaliada em 48 h (Kobayashi et al., 1997) pode ter interferido no ciclo das xantofilas, o
que esta diretamente relacionado aos valores do NPQ (Gilmore, 1997). Estes altos gN e
NPQ sdo consistentes com os menores valores de Ex obtidos para esta microalga,
indicando que a saturacdo luminosa ocorreu em intensidades de luz mais baixas.

Os parametros fotossintéticos obtidos a partir das RLC mais baixos em vinhaca e
a manutencdo do crescimento das microalgas sdo novos indicativos do metabolismo
mixotréfico (Marchello et al., 2018; Candido e Lombardi, 2018), no qual a via
fotossintética ndo € a Unica adotada (Nelson e Cox, 2014). Vérios fatores podem resultar
na diminuicdo dos parametros de RLC (a, rETRm e Ek), como estresse nutricional
(White et al., 2011), toxicidade quimica (Camargo e Lombardi, 2018) e alta intensidade
luminosa (Ser6dio et al. 2006). Entretanto, na presente pesquisa, estes fatores nao foram
o0s principais contribuintes para os menores o, [ETRm e Ex, uma vez que houve aumento
na producédo de biomassa e manutencdo dos valores do gP, gN e NPQ. A diminuicao
nos parametros da curva de luz sem aumento dos decaimentos ndo fotoquimicos pode
indicar que as microalgas direcionaram o excesso de energia para outras formas de
dissipacdo, como a geracdo de ATP, que pode ser utilizado na incorporacdo de carbono
organico. Estes resultados significam que ndo houve estresse oxidativo nas células e que
0s compostos da vinhaga ndo danificaram o maquinario fotossintético.

As luminosidades utilizadas nos experimentos, de 130 pmol de fotons m? s
para todas as microalgas e 90 para H. pluvialis, foram iguais ou inferiores aos valores de
Ex obtidos. Considerando que este pardmetro indica a intensidade de luz na qual ocorre
a saturacdo dos processos fotoquimicos, pode-se dizer que nenhuma fotoinibicdo que
comprometa o processo fotossintético, reduzindo os valores de rETRm, ocorreu (Dewez
et al., 2005). Os menores valores de Ex em vinhaga em relagdo aos controles indicam

ainda menores necessidades de luz para que as microalgas atinjam o rETRm. Em termos
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praticos, esta reducgdo resultaria em menor custo energético com iluminacdo das
culturas.

Em geral as células em vinhaca apresentaram menores estimativas de fixacédo de
carbono inorganico do que os controles, com excecdo de H. pluvialis, S. quadricauda e
T. gracilis. Para as espécies que fixaram menos carbono, o processo no residuo foi de ~
70% (Chlamydomonas sp. e Monoraphidium sp.) a ~ 30% (C. sorokiniana) em relagéo
aos respectivos controles. Da mesma forma, Skovgaard et al. (2000) observaram
reducio de 69% na captacdo de '“C via fotossintese no dinoflagelado Fragilidium
subglobosum em condicGes mixotréficas, se comparadas as fotoautotréficas. Segundo
Skovgaard et al. (2000), o aparato fotossintético do dinoflagelado foi menos acionado
sob condi¢des mixotrdficas, ja que parte de sua exigéncia de carbono foi suprida pela
fagotrofia. Portanto, a correspondéncia dos valores de carbono fixo com os demais
parametros fotossintéticos (rendimentos maximo e operacional, rETRm, Ex ¢ o) ¢
evidéncia de mixotrofia, ainda que com diferentes propor¢des no uso de fontes de
carbono inorganico ou organico. A mixotrofia permite vantagem competitiva para as
microalgas, especialmente em condicdes de baixa irradiancia e alta disponibilidade de
compostos organicos (Schoonhoven, 2000), como na vinhaga. Segundo Neilson e Lewin
(1974), estes organismos podem explorar diferentes compostos organicos como acetato,
glicolato, glicerol e outros acucares, acidos graxos, alcoois e aminoacidos.
Considerando que a vinhaca € um meio rico em compostos organicos (Silva et al.,
2007), quantitativa e qualitativamente, pode se dizer que este residuo é altamente
estimulante o metabolismo mixotrofico.

Segundo Perez-Garcia (2011), o crescimento mixotrofico de microalgas resulta
em maior producdo de biomassa do que cultivos autotréficos, além de menor
contaminacdo em relacdo a producdo heterotrofica. No entanto, este tipo de producdo é
geralmente limitado a um ciclo de cultivo (sistema batch) para evitar a propagacgéo de
contaminantes, como ocorreria em um processo semicontinuo (Perez-Garcia, 2011).
Considerando que o crescimento de microalgas diminui o potencial eutréfico da vinhaca
(Silva et al., 2007; Candido e Lombardi, 2018), sua utilizagdo em cultivos batch seria
praticavel, j& que este meio poderia ser posteriormente utilizado na fertirrigacdo das
lavouras de cana, reduzindo a risco de salinizagéo do solo (Silva et al., 2007).

Usando glicerol e peptona, Sforza et al. (2012) observaram maiores
crescimentos de Chlorella protothecoides e Nanochloropsis salina sob condigdes

mixotroficas em relagdo as condigdes autotroficas ou heterotroficas, indicando beneficio
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deste metabolismo energético. Wang et al. (2012) observaram maior produtividade em
Chlorella pyrenoidosa cultivada mixotroficamente em residuos diluidos da produgdo de
suinos, em comparacdo com culturas fotoautotroficas. Da mesma forma, em nossas
culturas mixotroficas em vinhaca houve aumento nos biovolumes, nas produtividades e
no acumulo de proteinas. Li et al. (1999) também observaram melhores crescimentos e
maiores biovolumes celulares em Gyrodinium galatheanurn sob condi¢des mixotréficas
do que nas fotoautotréficas, sem crescimento em heterotrofia. Finalmente, Jones (2000)
discutiu sobre a vantagem competitiva da mixotrofia em protistas, que podem utilizar
luz ou compostos organicos e competir melhor com organismos que tenham
metabolismos energéticos mais restritos.

C. sorokiniana e C. vulgaris, seguidas por D. spinosus, foram as espécies que
apresentaram maior capacidade de absorcdo de carbono orgénico da vinhaca, o que
permitiu menores investimentos em fotossintese e, consequentemente, na fixagdo de
carbono inorganico. Estas espécies sdo as que tém menores dimensbes celulares e,
portanto, maiores relacdes superficie/volume e maior area disponivel para a absorcao de
compostos organicos da vinhaga por osmotrofia (Schoonhoven, 2000). Monoraphidium
sp. também tem dimensdes celulares menores, mas houve redugdo de seu crescimento
em vinhaga devido a elevada toxicidade do residuo para a cepa. Sustentando este
raciocinio, H. pluvialis, S. quadricauda e T. gracilis, que sdo as espécies com maiores
dimens0es celulares, possuiam menores capacidades de absorcdo de carbono organico a
partir da vinhaca e, portanto, foram menos eficazes na via heterotrofica, mantendo suas
taxas fotossintéticas mais elevadas. Pela primeira vez, a técnica PAM associada a
avaliacBes de crescimento algal permitiu inferir sobre os diferentes metabolismos
energéticos adotados por microalgas em um residuo complexo como a vinhaca,

influenciando na selecdo de cepas para uso biotecnologico do residuo.

5.0 CONCLUSOES

Embora as taxas de crescimento das microalgas em vinhaca fossem semelhantes
as das culturas em BG11, as produtividades foram maiores no residuo, que estimulou
aumentos no biovolume total, biomassas secas e proteinas totais, além da manutencédo

na producdo de carboidratos. Os usos isolados das taxas de crescimento ou das
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biomassas secas ndo se mostraram suficientes para selegdo das espécies mais produtivas
em vinhaga. H. pluvialis, S. quadricauda e T. gracilis, apesar de apresentarem as
menores taxas de crescimento, tiveram 0s maiores parametros relacionados a
produtividade em vinhaca, indicando necessidade de uso de parametros de crescimento
variados. Chlamydomonas sp., que também teve alta produtividade, cresceu em vinhaga
diluida com menor ajuste de pH. J& T. gracilis destacou-se por crescer em vinhaga
diluida com agua do mar, um recurso abundante, barato e que dificulta contaminacgéo
das culturas. Apesar das baixas concentracfes de vinhaca utilizadas, este residuo
garante economia na producdo de meios de cultura e, resulta em menores
contaminacgdes, como demonstrado pelas comparagdes entre as absorbancias em 570 nm
e em 684 nm e entre os biovolumes totais e biomassas secas.

Todas as microalgas apresentaram metabolismo mixotréfico em vinhaca, pois
mantiveram ou aumentaram os crescimentos e produtividades, reduzindo ou mantendo o
processo fotossintético, como indicado pelos rendimentos fotossintéticos maximos e
operacionais, curvas de saturacdo luminosa e fixacGes autotréficas de carbono. A
vinhaca ndo causou danos estruturais aos aparatos fotossintéticos, como indicado pela
manutencdo na producdo de clorofila a e nos decaimentos fotoquimicos (gP) e néo
fotoquimicos (gN e NPQ). A reducdo dos valores de Ex em vinhaca indica menor
intensidade de saturacdo luminosa com a mixotrofia, 0 que é economicamente
interessante, pois reduziria os gastos energéticos com a iluminacdo das culturas. As
microalgas dos géneros Chlorella e D. spinosus foram as que tiveram maior consumo
organico e, portanto, sao mais promissoras para a remediacdo e tratamento de residuos
organicos. Por outro lado, H. pluvialis, S. quadricauda e T. gracilis mantiveram alto
metabolismo fotossintético em vinhaca, sendo mais indicadas para fixacdo de CO..
Portanto, independente da estratégia metabolica adotada por cada microalga, a vinhaca é
um residuo promissor, ainda que em baixas concentracfes. Para isso, é necessario
selecionar espécies com melhores parametros produtivos e com metabolismo energético

no residuo condizente com os objetivos biotecnol6gicos desejados.
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CAPITULO 4: A TEMATICA DOS RESIDUOS NA
EDUCACAO AMBIENTAL

Resumo

As pesquisas referentes aos problemas ambientais nem sempre sdo tdo valorizadas pela
populacdo quanto as pesquisas tecnologicas. Muitas vezes, esta realidade deve-se ao
desconhecimento da populagdo quanto a real dimensdo de impactos ambientais como a
geracdo de residuos. As criangas e adolescentes em idade escolar refletem ainda mais
esta defasagem, além de serem os futuros cidaddos. Neste capitulo, avaliamos as
concepcdes de alunos do oitavo ano do ensino fundamental quanto ao tema residuos,
propomos um curso com metodologias diversificadas para aborda-lo e analisamos a
viabilidade de aplicar estas propostas em diferentes contextos escolares. Inicialmente foi
realizado um questionario com 141 participacdes andnimas e voluntarias. Constatou-se
que temas como residuos soélidos, esgoto e reciclagem sdo mais conhecidos pelos
alunos, pois sdo mais proximos do cotidiano e abordados nas escolas. Ja a producédo de
efluentes pelos setores industrial, agropecudrio e energético, a fiscalizacdo da destinacéo
dos residuos e o papel social em medidas mitigadoras foram assuntos menos conhecidos
pelos alunos, 0 que, possivelmente, reduz a atuacdo popular em problemas relacionados.
A partir desta andlise, desenvolveu-se o curso “Pensando o Ambiente”, que englobou
aspectos variados dos residuos por meio de atividades em nove encontros presenciais.
Os alunos participantes ressaltaram a importancia de jogos e visitas para tornarem a
aprendizagem mais ludica, permitindo a construcdo de opinibes embasadas sobre a
problematica. Assim, podemos dizer que, apesar da acdo educativa das escolas ja ser
fundamental, as propostas aqui apresentadas contribuem para formar cidaddos mais
criticos e atuantes, que possam impactar positivamente na minimizacdo dos problemas

gerados pelos residuos em nossa sociedade.

Palavras-chave: Percepc¢des; Questdes ambientais; Diversificacdo de metodologias;
Formacao de cidadaos.
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1.0 INTRODUCAO

Apesar de todos os seres vivos terem capacidade de modificar o ambiente, 0s
humanos o fazem de maneira mais acentuada, ja que consumimaos recursos naturais e
geramos produtos em prol de nossa qualidade de vida. De acordo com o CONAMA
(Brasil, 1986), “impacto ambiental é qualquer alteracdo das propriedades fisicas,
quimicas e biologicas do meio ambiente por qualquer forma de matéria ou energia que
afete, direta ou indiretamente, a salde, a seguranca e 0 bem-estar das populacfes, as
atividades sociais e econdmicas, a biota, as condi¢des estéticas e sanitarias do meio
ambiente ¢ a qualidade dos recursos ambientais”. Dentre 0s impactos ambientais, a
geracdo de residuos € um grave problema e tem sido alvo de diversas pesquisas que
buscam produzir residuos menos impactantes e tratamentos que minimizem 0s
problemas ja existentes.

Quando pensamos em residuos, nos vem a mente o termo “lixo” que, no entanto,
se refere apenas aos residuos sélidos. “Residuos sélidos sdo aqueles que resultam de
atividades de origem industrial, doméstica, hospitalar, comercial, agricola, de servigos e
de varri¢do. Sdo considerados também lodos cujas particularidades tornem inviavel o
seu lancamento na rede publica de esgotos ou em corpos de agua” (ABNT, 2004).
Apesar dos residuos sélidos serem mais proximos de nosso cotidiano, existem ainda os
efluentes, que envolvem despejos liquidos ou gasosos produzidos pelos diversos setores
industriais. Segundo a ABNT (1987), “efluente liquido industrial é o despejo liquido
proveniente do estabelecimento industrial, compreendendo emanagcbes de processo
industrial, aguas de refrigeracdo poluidas, dguas pluviais poluidas e esgoto doméstico”.
Na tematica dos residuos, o esgoto sanitario também é mais préximo de nosso dia-a-dia
e, de acordo com a ABNT (1986), “é o despejo liquido constituido de esgotos
domésticos, resultantes do uso da agua para higiene e necessidades fisioldgicas
humanas e industrial, além da agua de infiltracéo e da contribui¢do pluvial. ”

As questdes relacionadas aos residuos solidos, efluentes e esgoto interferem na
qualidade do ambiente e nas condic¢des de vida da populacdo. No Brasil, foram geradas
214.405 toneladas de residuos sélidos urbanos (RSU), a uma taxa de 1,04 kg hab™ dia*
em 2016, dos quais 91% foram coletados (ABRELPE, 2016). Do residuo coletado,
58,4% foi disposto em aterros sanitarios, 24,2% em aterros controlados e 17,4% em

lixdes, sendo que, do total de municipios brasileiros, apenas 69,2% tem sistema de
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coleta seletiva. Em 2008, 34,8 milhGes de brasileiros ndo tinham acesso a rede coletora
de esgoto, sendo que apenas 17% dos municipios tém instrumentos reguladores do
manejo com o esgotamento sanitario e aguas pluviais (IBGE, 2018).

Os efluentes tém diferentes caracteristicas fisico-quimicas e cargas poluidoras e,
portanto, diferentes formas de destinacdo e de tratamentos (CIMM, 2018). A legislacéo
entorno dos efluentes é bastante diversificada entre os estados e municipios brasileiros e
quanto ao tipo de poluentes presentes (Almeida, 2011). Ferreira (2013) aponta diversos
maleficios a salde causados pelas poluicdes atmosférica e hidrica oriundas do despejo
de efluentes, bem como das principais formas de tratamento existentes. Portanto, para
adequarem-se as normas e reduzirem o0s custos produtivos, as empresas buscam
maneiras de diminuir a geracdo de efluentes, reutiliza-los parcialmente ou trata-los
(Almeida, 2011) acentuando a relagdo entre as inddstrias e 0 conhecimento produzido
nas universidades.

Apesar da crescente relagdo entre industrias e universidades, a sociedade muitas
vezes nao fica a par destas inovagdes, seja por meio da educacdo formal ou das
informacdes veiculada cotidianamente. Nos proprios Parametros Curriculares Nacionais
(PCNs) de Ciéncias Naturais (Brasil, 1998), que estavam em vigéncia como diretrizes
para a formacdo escolar até o ano de 2019, temas como os efluentes industriais e a
divulgacdo de pesquisas da area ambiental ndo estdo incluidos. Neste documento a
Educacdo Ambiental estd inserida principalmente como tema transversal, a ser
trabalhado de forma conjunta pelas disciplinas (Brasil, 1998). Ja na terceira versdo da
Base Nacional Comum Curricular (BNCC), que vigorara como referencial curricular a
partir de 2020, a disciplina Ciéncias sera dividida em trés frentes: matéria e energia,
vida e evolucdo e terra e universo (Brasil, 2019). Com isto, assuntos antes trabalhados
na Geografia serdo abordados em Ciéncias, haverd um aumento da participacdo de
aspectos quimicos e fisicos, antes inseridos no Ensino Médio, e a area ambiental sera
extremamente reduzida, se restringindo basicamente a questdo dos impactos ambientais.
Fazendo uma andlise critica do documento, Behrend et al. (2018) apontam que ha um
ocultamento da Educacdo Ambiental, a qual tem importante carater emancipatorio e
transformador das relagbes sociais. De acordo com as autoras, quando estes
conhecimentos se fazem presentes na BNCC, tém um carater mais naturalista e menos
socioambiental, contribuindoem favor da politica neoliberal para a formacdo de
cidaddos mais alienados em relagéo as questfes ambientais (Behrend et al., 2018). Além

dos problemas que permeiam a educacdo formal, Castiel e Sanz-Valero (2007)
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ressaltam a visdo académica de divulgacdo de ciéncia unicamente pela publicacdo de
artigos, que sdo demasiadamente valorizados, ndo havendo preocupac¢des quanto a
divulgacdo para a sociedade em geral. Como as pesquisas referentes ao tratamento de
efluentes ndo fazem parte do cotidiano das pessoas e nao trazem produtos palpaveis, sdo
ignoradas por uma grande porcentagem da sociedade.

Apesar do termo residuo se referir a diversos componentes, nas escolas é mais
abordada a questdo do lixo, como pode ser observado a partir da analise dos PCNs
(Brasil, 1998), utilizado como referencial curricular até entéo, e pelo direcionamento de
trabalhos de Educacdo Ambiental referentes aos residuos para a questdo do lixo
(Bertolini e Possani, 2005; Sissino e Moreira, 2005; Mota et al., 2009; Souza et al.,
2014; Silva et al., 2014; Stangherlin e Specht, 2014; Sidegun et al., 2015). De acordo
com Souza et al. (2014), o conhecimento dos problemas ambientais promovido por
acOes de Educacdo Ambiental, envolvendo compreender suas causas, consequéncias e 0
nosso papel em sua geracdo e mitigacdo, € importante para a sensibilizacdo e agdo
humana em prol da preservacdo ambiental. Tendo em vista que os efluentes e esgotos
também tém alta capacidade impactante e poluidora (Degenhart et al., 2015), suas
abordagens nas escolas também s&o necessarias.

Além dos temas trabalhados, a maneira com que isso é feito também € relevante
ao processo de ensino e aprendizagem. De acordo com Zuanon e Diniz (2010), a
diversificacdo metodologica desperta interesse em uma maior variedade de alunos, que
apresentam diferentes mecanismos de aprendizagem, ampliando suas redes de
significados. Além disso, atividades que proponham trabalhos em grupo, incentivem
uma competicdo saudavel e imponham desafios despertam a motivacdo dos alunos,
essencial para uma aprendizagem mais significativa (Coutinho et al., 2018).

Tendo em vista a importancia da problematica dos residuos para a sociedade,
buscou-se analisar as concepcdes de alunos do ensino fundamental a respeito desta
tematica. A partir deste levantamento, propusemos um curso, denominado “Pensando o
ambiente”, para trabalhar com a questdo dos residuos com alunos de ensino
fundamental de maneira diversificada tematica e metodologicamente. Aplicamos o
curso em diferentes contextos escolares a fim de avaliar o papel das atividades
propostas na aprendizagem e na sensibilizagdo ambiental e melhoréa-las, para que outros
professores e educadores possam se embasar e ampliar as discussdes sobre o tema e
para estimular a melhoria da relagéo entre Pesquisa e Extens&o por meio da divulgacdo

cientifica.
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2.0 METODOLOGIA

Para conduzir a pesquisa e a intervencao propostas, foram selecionadas duas
escolas da cidade de Sdo Carlos, estado de S&o Paulo (Brasil): uma da rede publica
estadual de ensino e outra da rede privada, com a finalidade de enriquecer o universo de
participantes. Trabalhou-se com alunos de 8° ano, os quais j& foram expostos a
conceitos bésicos de ecologia, meio ambiente e seres vivos nos 6° e 7° anos (Brasil,
1998). Foram convidadas quatro salas de aula da rede publica, com 129 alunos, e trés da
rede privada, com 92 alunos, totalizando 221 alunos convidados. A participagéo foi
optativa e anénima para evitar que respostas mal formuladas ou que ndo expressassem
0s pensamentos reais dos alunos fossem dadas. De acordo com Kramer (2002), o
anonimato é uma forma de proteger a crianga nas pesquisas em educacao, permitindo
que ela se expresse livremente em temas polémicos, porém pode levar a perda de
identidade dos participantes, importante em avalia¢Ges qualitativas. Como nosso estudo
retratou um contexto geral e os dados foram trabalhados de maneira quantitativa,
optamos por manter este anonimato. Tivemos a participacdo de 141 alunos, sendo 79 da
rede publica e 62 da rede privada, representando 63,8% dos alunos convidados.

Foi projetada uma apresentacdo contextualizando a pesquisa e exibindo as dez
perguntas propostas durante uma aula de cinquenta minutos. Enfatizou-se que respostas
como “ndo sei” ou nas quais os alunos expressassem duvidas tambem eram bem-vindas.
As imagens apresentadas aos alunos encontram-se na Figura 1. As imagens
apresentadas tém carater ilustrativo, apenas para demonstrar o material que foi utilizado
com os alunos. Os enuciados das questdes realizadas serdo novamente descritos na

secdo de Resultados e discusséo.
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PROFESSORA CAMILA
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INTERAGIMOS COM 0 AMBIENTEE 0
MODIFIGAMOS...

e \‘_‘
Vi<

UMA DAS FORMAS BE

£ PELA GERAGHO DE
RESIBUOS (FFIVENTES §
ES6eT0).

MAS GALMA, VAMOS POR
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v
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GUIDANDO DOS NOSSOS
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VOGE IMAGINA QUAIS
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AMBIENTAIS SAO GERADOS
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PRODUTOS?
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RESOLVER 0S PROBLEMAS
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RESIDUOS?
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AMBIENTAIS VOGE
JA QUVIU FALAR?
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PARA NOS FALAR?

GERAGAO DE RESiDUOS
EFLUENTE E ESGOTO...

TEMOS UMA BOA
MANEIRA PARA LIDAR
GOM ESSE PROBLEMA?

VOGE, SUA FAMILIA E
AMIGOS TEM
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QUANTO A GERAGAO DE
RESiDUOS?

O QUE PODERIAM FAIER?

ESPERO VOCES EM MUITO
NOSSO CURSO OBRIGADA!

“PENSANDO
0 AMBIENTE-

Figura 1. Slides apresentados aos alunos. Miniaturas dos slides apresentados aos alunos para

contextualizacéo e realizacdo da pesquisa em cada uma das salas de 8° ano abordadas.

As respostas obtidas foram tabuladas em categorias, possibilitando a analise
quantitativa dos dados. Para Gatti (2004), apesar da abordagem quantitativa na pesquisa

em educacdo ser menosprezada no Brasil, esta modalidade pode trazer informacdes

valiosas para a orientacdo de agdes pedagogicas, contribuindo para desmistificar
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preconceitos e evitar interpretacGes enviezadas. Para tabulacdo e andlises quantitativas
dos dados foi utilizado o programa Excell 2016.

Esta analise permitiu o levantamento de defasagens em relacdo a tematica, que
orientaram o planejamento do curso ‘“Pensando o Ambiente”. Dependendo das
possibilidades dos participantes, opgdes por diferentes maneiras de desenvolver o curso
foram usadas. Na escola publica, como os alunos tém dificuldades de transporte em
horéarios fora do periodo de aula, selecionou-se a sala em que os alunos demostraram
maior interesse prévio para participacdo. Os encontros e visitas foram realizados nesta
turma com 35 alunos, durante aulas cedidas semanalmente pela professora de Ciéncias,
com um encontro semanal. Na escola privada, as trés salas de oitavo ano foram
convidadas a participarem do curso. Os encontros ocorreram aos sadbados na propria
escola com um total de oito participantes. As duas visitas planejadas foram realizadas
pela manha, no periodo oposto as aulas, e 0s pais se responsabilizaram pelo transporte
para os locais de visitas e encontros. Apesar dos motivos logisticos que nos levaram a
estas escolhas, elas nos permitiram comparar a aplicabilidade e implicacGes das
atividades em turmas com diferentes contextos. Como 0s contextos de aplicacdo das
atividades foram diferenciados, ndo se comparou os resultados do curso quanto a
questdo de as escolas serem publicas ou privadas, mas quanto ao contexto de realizacao
dos encontros.

No do curso “Pensando o Ambiente”, foram propostos nove encontros, 0s quais

estdo descritos no Quadro 1.
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Quadro 1. Atividades do curso “Pensando o Ambiente”. Duragéo, descri¢édo dos temas
abordados e metodologias empregadas em cada um dos nove encontros desenvolvidos ao longo

do curso “Pensando o Ambiente”.

Duracéo Metodologias
estimzda Temas abordados empregagas
- Conceito e tipos de residuo.
- Composic8es dos residuos: matéria organica, materiais Brain storm,
. 50 mina | reciclaveis, hospltalare,s, lixos eleltro'nlcos.e radlc.)a.tlvos. atividade em grupo,
1h30min | - Fontes geradoras: residuos domésticos, industriais, discussio e aula
agricolas e do setor energético. expositiva.
- Formas de tratar e destinar os diferentes residuos.
- Relag&o entre o consumismo e 0s residuos.
- Desastres ambientais e impactos dos residuos.
2 50 min.a - Legislacdo ambiental brasileira relacionada a geracéo, Ffesquisa ori?ntada na
1h30min | descarte e tratamento dos residuos. internet e discusséo.
- Orgaos fiscalizadores municipais, estatais e federais.
- Geracao, destinacdo e tipos de residuos gerados na
3 50 min_a escola e em casa. Jogo “Caga ao
1h30min | _ Nosso papel na mitigago dos problemas relacionados Tesouro™.
aos residuos.
- Problemas sociais relacionados aos residuos: poluicao
| 1naomin ;:)ssuzgt;:ja:rser:i‘;sé:?x(ie doencas e condicGes de trabalho Documentario “Lixo
. Extraordinario”.
- Descarte inadequado do lixo.
- Possibilidades de reutilizagdo e reciclagem do lixo.
- Possiveis destinos dos residuos: lixdes, aterros
sanitarios, centros de triagem de lixo reciclavel, industrias Visita a locais da
5 ohaah | de reciclagem, composteiras, oficinas de transformagéo de cidade rela_cionados
materiais, estacdes de tratamento de esgoto, setores de a0 destino os
tratamento de efluentes industriais e corpos d’agua que residuos.
recebem despejo de efluentes.
- O papel das pesquisas e das informagdes na melhoria Visita a locais que
dos problemas causados pelos residuos: universidades, gerem e
6 oh a4 La;t;tl)iroatfcr;gs, centros de pesquisa, ONGs ambientais e d!sponlblllzem
: informacdes
- O ambiente natural afetado pelos residuos: cientificas e a
caracteristicas, importancias, fauna e flora associadas e ecossistemnas naturais.
impactos ambientais gerados pelos residuos.
50mina | - Reflexéo correlacéo entre os assuntos abordados. Jogo de perguntas e
7| 1h3omin | - !mpactos da conscientizagéo e das campanhas educativas | "espostas e diviséo de
na qualidade do meio ambiente. grupos de trabalho.
- ) Questionario com
g 50 mina |- Qplnloes sobre os temas abordados e metodologias feedback do curso e
1h30min | Utilizadas no curso. definigéo dos
- Elaboragdo de campanha de conscientiza¢do na escola. trabalhos finais.
9 oha3h | - Criatividade, capacidades de sintese, reflexéo, Apresentagejlo ‘_103
organizacdo, trabalho em grupo e sensibilizago. trabalhos finais.
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As atividades foram desenvolvidas no periodo de setembro a novembro de 2018
e foram avaliadas de acordo com as percepcOes da pesquisadora, que atuou como
professora no curso, e das reacdes, comentarios e atividades entregues pelos alunos

participantes.

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Concepcgdes dos alunos

Comparando-se as porcentagens de alunos que ndo responderam ou ndo
souberam responder e o nimero médio de citagdes por questionario e por questionario
respondido em cada questdo, inferimos sobre as &reas ou tipos de respostas nas quais 0s
alunos tiveram mais dificuldade de expresséo, como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Analise geral dos questionarios. Assuntos gerais das questfes com respectivas
porcentagens de alunos que néo responderam ou ndo souberam e que responderam, nimero

médio de cita¢bes por questionario e por questionario respondido.

Nao Média por Média por
Questao Assunto responderam  Responderam 1a por guestionario
x guestionario i
ou néo sabem respondido
1 Impactos 17% 83% 2,6 2,9
ambientais
Residuos 26% 74% 1,7 2,3
Efluentes 84% 16% 0,2 1,2
Esgoto 0% 100% 2,5 2,5
5 Geragdo de 41% 59% 0,9 1,4
combustiveis
Formas de lidar 20% 80% 0,7 0,9
Fiscalizacdo 38% 62% 0,9 1,4
8 Atuacéo politicos 300 68% 14 2
e governantes
9 Atuacéo cidaddos 9% 91% 1 1,4
10 Discussao e 4% 96% 0,6 0,6

Curiosidades
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A anélise dos questionarios da escola publica e da privada demonstrou que o
comportamento, as opinides e o desconhecimento de temas pelos alunos foi semelhante
em ambos contextos. Vale ressaltar que a escola publica avaliada se localiza na regido
central da cidade, proxima a escola privada consultada, o que pode ter contribuido para
esta semelhanca. Por isso, optou-se por uma andlise geral das respostas dos alunos, sem
considerar as escolas em que estavam inseridos.

Complementando este panorama geral e para compreensdo dos assuntos
questionados, os resultados obtidos a partir da categorizacdo das respostas dadas pelos

141 participantes estédo apresentados adiante junto com o respectivo questionamento.

1) Ent&o nos diga, sobre quais impactos ambientais vocé ja ouviu falar?

Das 140 respostas obtidas, 11% disseram ndo saberem nenhum exemplo de
impacto ambiental, 19% apresentaram um, 21% dois, 20% trés e 28% quatro ou mais
impactos ambientais. Foram mencionados 34 impactos além de seis fendmenos naturais,

como apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Impactos ambientais. Impactos mencionados com as respectivas porcentagens de
alunos que os citaram e categorias nas quais foram classificados, também com as respectivas

porcentagens de citagdes.

Porcentagem de Porcentagem de

Impactos citados guestionarios (%0) Categorias questionarios (%)

Desmatamento 45,0

Queimadas 22,9

Destruicéo de habitats 2,1

Geracao de pastos 0,7

Plantacéo de cana 0,7 ar%sbc}ednc;e 112,1
Poluicéo 31,4

Poluicdo sonora 0,7

Producéo de lixo 79

Producéo de residuos 0,7

Construcgdo de hidrelétricas 0,7

Consumo de energia 0,7 Energia 3,6
Radiacao nuclear 2,1
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Trafico de animais 43

Biopirataria 8,6 .
. Espécies 32,1
Caca de animais 79
Extincdo de espécies 11,4
Poluicéo dos solos 29
Eroséo dos solos 3,6
Deslizamentos 1,4 Uso do solo 10.7
Exploracdo de minerais 2,9
Poluicdo da gua 13,6
Esgoto nos mares 0,7
Vazamento de petr6leo 5,7 Agua 25,7
Falta de agua 2,1
Inundacdes 3,6
Poluicdo do ar 12,9
Producéo de fumaca 2,1
Producéo de CO- 2,1
Chuva &cida 4,3 Ar 43,6
Buraco na camada de 0zbnio 5,7
Aguecimento global 13,6
Degelo dos Polos 2,9
Desastre de Mariana 5,0 Acontecimentos 57
Chernobyl 0,7 famosos '
Terremotos 2,9
Vulcdes 14
Tornados 0,7 Fendmenos 250
Tsunamis 43 naturais '
Chuvas com raios 0,7
Efeito estufa 15,0

Dentre as categorias de impactos, a de uso do ambiente foi a mais citada, bem
como questdes ligadas as espécies, a dgua e ao ar. Os impactos menos lembrados séo 0s
referentes ao solo, & geracdo de energia ou aos desastres famosos. Segundo Mucelin e
Belline (2008), “o ser humano precisa se compreender como um constituinte da
natureza € ndo como um ser a parte” para a fixagdo de hébitos culturais mais saudaveis,
que efetivamente melhorem as condi¢Ges ambientais, dai a importancia de entendimento

deste assunto. Notou-se também que 25% citaram fendmenos naturais como impactos
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ambientais, indicando que os alunos ndo necessariamente compreendem o significado

das questdes ligadas ao ambiente.

2) Para vocg, o que sdo residuos? Dé exemplos que vocé conhece!

Quanto a definigdo de residuos, 63% dos alunos responderam, 20% n&o e 13%
afirmaram ndo saberem. A maioria mencionou termos relacionados a restos sem
utilidade, sujeira, substancias toxicas, que fazem mal a salde e ao meio ambiente, que
poluem, afetam o lencol freatico, sdo descartadas em locais inapropriados, sao
consequéncias da agdo humana ou mesmo sindnimo de lixo. Quanto aos exemplos,
apenas um aluno ndo respondeu, 25% disseram ndo saberem, 24% mencionaram um,
21% dois, 23% trés e 6% quatro ou mais residuos. Foram mencionados 44 residuos, que

estdo listados na Tabela 3.

Tabela 3. Residuos. Exemplos de residuos mencionados com as respectivas porcentagens de
alunos que os citaram e categorias nas quais foram classificados, também com as respectivas

porcentagens de citacdes.

Porcentagem de Porcentagem de

Residuos citados quest(io%érios Classificagdes questionarios (%)

Lixo 35,7

Lixo hospitalar 2,1

Materiais inorganicos 0,7

Embalagens 7,9

Restos de alimentos 22,9

Restos organicos 0,7

Fezes 0,7

Adubo 0,7 1

Restos de materiais 2,1 RS%iligl;gs 1200
Materiais reciclaveis 1,4

Vidro 1.4

Papel 7,1

Plastico 79

Sacolas plésticas 1,4

Metal 2,9

Latas 5,0
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Garrafas PET 6,4

Pneus 14

Residuos de fabricas 29

Residuos das cidades 0,7

Cinzas de carvao 0,7

Entulho 14

Restos de madeira 2,1

Roupas velhas 1,4

Sapatos velhos 1,4

Eletrénicos usados 0,7

Esgoto 7,9

Detergente 1,4

Dejetos liquidos 1,4

Liquidos 1,4

Oleos 43

Petréleo 50

Alcool 2,1

Gasolina 2,9 Efluentes
Diesel 0,7 Liquidos e 52,1
Chorume 5,0 Gasosos
Residuos da mineracéo 43

Produtos quimicos 4,3

Acidos 0,7

Agrotéxicos 14

Produtos téxicos 5,7

Materiais inflamaveis 1,4

Gases poluentes 2,1

Materiais radioativos 1,4 Radiagdo 1,4

Alguns alunos souberam citar exemplos mesmo sem definirem residuo, algo que
esta relacionado a propria morfologia da palavra e ao seu significado intuitivo. Diversos
questionarios definiram residuo como sindnimo de lixo, o que coincide com boa parte
dos exemplos citados, que em sua maioria foram sobre residuos solidos. As questdes
abordadas em escolas sobre o destino do lixo e a reciclagem, tornam o conhecimento
sobre os residuos solidos mais palpavel aos alunos, assim como Mucelin e Belline
(2008) notaram, avaliando a percepcdo de moradores de um centro urbano sobre os
impactos nestes ambientes. Voltando a questdo anterior, 8% dos alunos citaram a

producéo de lixo como impacto ambiental, mas apenas um aluno mencionou a produgéo
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de residuos em geral, confirmando a proximidade maior com os residuos solidos. A
menor citagdo de residuos liquidos, gasosos e radioativos implica em menor
conhecimento dos alunos sobre os residuos produzidos pelas industrias e o setor

agropecuario, que sdo responsaveis por grande parte deste problema ambiental.

3) Vocé conhece algum efluente residual para nos falar?

Dos 141 questionarios entregues, 117 disseram ndo conhecerem nenhum
efluente (83%). Apesar de se enfatizar o termo “efluente residual”, diversos alunos o
definiram como efluentes de rios ou mesmo pessoas influentes. Os questionarios que
trouxeram apenas estas definicdes foram considerados dentre os que disseram nao
conhecerem exemplos de efluentes. Dos 22 questionarios respondidos foram obtidas 27

mencdes de 17 efluentes, como citado na Tabela 4.

Tabela 4. Efluentes. Efluentes mencionados com as respectivas porcentagens de alunos que os

citaram.

Porcentagem de

Efluentes citados questionarios (%)

Esgoto 14
Fezes 0,7
Chorume 3,6
Aguas contaminadas 0,7
Liquidos téxicos 0,7
Produtos tdxicos 1,4
Produtos quimicos 0,7
Liquidos derramados 0,7
Residuos industriais 0,7
Gases poluentes 2,2
Petréleo 0,7
Oleo 0,7
Gasolina 0,7
Merclrio 0,7
Sujeiras 0,7
Sobras 1,4
Produto reciclavel 14
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Embora 52% dos alunos citaram residuos liquidos e gasosos na segunda questao,
apenas 17% deram exemplos de efluentes, mostrando que muitos sabem exemplos, mas
ndo conseguem conecta-los a palavra. A resposta mais citada, em 3,6% dos
questionarios, foi o chorume. Nas escolas, 0s aterros sanitéarios e lixdes sdo bastante
trabalhados, mencionando-se o0 impacto do chorume e a necessidade de
impermeabilizacdo do solo para este descarte. Com isso e 0 aparecimento de palavras
como “sujeira”, “sobras”, “fezes” e “esgoto” também nesta questdo, observamos
novamente que a vivéncia dos alunos e a escola desempenham papel fundamental no
conhecimento da problematica dos residuos, sendo que questdes industriais e
agropecuarias ainda sdo deficientes no conhecimento dos alunos. Fazendo uma analise
documental de pesquisas da area de Educacdo Ambiental, Beltrame et al. (2016)
também notam que ha maior foco nas questdes referentes aos residuos sélidos, enquanto
temas relacionados aos efluentes sdo pouco abordados. Tendo em vista a grande quantia
e diversidade de recursos consumidos e de residuos gerados pelos setores agricola e
industrial, este desconhecimento pode afetar a forma com que a sociedade se impde em
relacdo a problematica ambiental. Considerando-se que os alunos estdo inseridos em um
ambiente formal de aprendizagem e propicio para discutir muitos contetdos, pode-se
inferir que a sociedade também ndo tenha este tipo conhecimento, reduzindo as atuacoes

que poderiam melhorar a geracéo e tratamento de efluentes.

4) E esgoto, vocé j& ouviu falar? Que imagem vem em sua mente quando € esta

palavra?

Nesta questdo, 139 alunos disseram ja terem ouvido sobre esgoto (99%). Foram
atribuidas 51 imagens ao esgoto, em um total de 350 cita¢des, apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5. Imagens atribuidas ao esgoto. Imagens utilizadas para descrever esgoto com as

respectivas porcentagens de alunos que as citaram e categorias nas quais foram classificadas,

também com as respectivas porcentagens de citacoes.

Porcentagem de

Porcentagem de

Imagens citadas guestionarios (%) Categorias guestionarios (%)
Lugar sujo 25,5
Lugar escuro 1,4
Coisas nojentas 2,8
Lugar feio 1,4
Agua usada 2,8
Agua suja 25,5
Liquido marrom 0,7
Liquido esverdeado 3,5
Agua viscosa 0,7 I?;%?Qé tzo 115,6
Correnteza 0,7
Alagamento 0,7
Lugar poluido 10,6
Cheiro ruim 13,5
Rios sujos 50
Canos do subsolo 14,2
Bueiros 5,7
Beira da calcada 0,7
Banheiro 43
Vaso sanitario 5,0 .
— Origem 10,6
Falta de higiene 0,7
Falta de saneamento 0,7
Lixo 30,5
Lixdo 0,7
Residuos 2,8
Restos humanos 3,5
Restos de comidas 5,7
Fezes 22,7 Materiais 80,9
Urina 11,3
Vomito 0,7
Oleo de cozinha 0,7
Gases toxicos 0,7
Produtos quimicos 1,4
Pedacos de plantas 0,7
Animais nojentos 2,1 Seres vivos 25,5
Microbios 0,7
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Bactérias 2,1

Coliformes fecais 0,7

Ratos 9,2

Baratas 57

Cobras 0,7

Sapos 0,7

Jacaré 0,7

Aranhas 1,4

Animais mortos 0,7

Prejudicial ao meio

ambiente 2.1

Prejudicial a satde 43 Consequéncias 1
Causa doencgas 0,7

Rio Tieté 2,1

Tartarugas Ninja 1,4 Qﬁgggss 5,0
Palhago 1,4

Estacdo de tratamento 3,5 Tratamento 3,5

Os alunos descreveram 0 esgoto com grande riqueza de imagens, mas apenas
1,4% dos alunos se referiram as Estacfes de Tratamento de Esgoto, indicando que
poucos pensaram em possiveis destinos para este material. Muitos apontaram o0s
produtos quimicos como residuos, efluentes ou componentes do esgoto, indicando que,
de acordo com o conhecimento prévio destes alunos, produto quimico é algo negativo e
ruim ao ambiente.

Nas quatro primeiras questfes, foi diagnosticado o conhecimento construido
pelo aluno por sua vivéncia, informacGes da internet e da midia em geral, assuntos
comentados pelos familiares ou abordados nos conteudos escolares. Dos quatro temas
apresentados, o que foi descrito pela maioria dos alunos foi “esgoto”, presente no dia-a-
dia e em noticiarios, e 0 que causou mais estranheza foi “efluente residual”, sendo
muitas vezes ignorado ou mesmo confundido. Neste sentido, Fernandes et al. (2004)
investigaram as percep¢des ambientais de alunos e professores de cursos de graduacao,
indicando diferencas significativas entre estes grupos sociais. Os professores
demonstraram maior interesse, preocupagdo e atuacdo em questbes ligadas ao meio
ambiente do que os alunos (Fernandes et al., 2004), indicando que a escolaridade amplia
a visdo sobre tais questdes. De acordo com o IBGE (2015), apenas 13 % da populacéo
brasileira tem 15 ou mais anos de estudo e 56 % tém apenas até 10 anos de estudo, o
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que equivale ao ensino fundamental completo. Desta forma, ao investigarmos as
percepgdes de alunos do ensino fundamental sobre o meio ambiente estamos focando

em um grupo com escolaridade préxima de grande parte da populacéo brasileira.

5) Vocé imagina quais residuos e impactos ambientais sdo gerados para termos estes

produtos (combustiveis)?

Cinquenta e cinco alunos disseram ndo saberem exemplos (39%), 27% fizeram
uma citagdo, 20% duas, 8% trés e 2% quatro ou mais. Foram feitas 137 mencdes de 14
impactos ambientais e 3 residuos, como mostrado na Tabela 6.

Tabela 6. Impactos ambientais e residuos gerados na producao dos combustiveis. Impactos
ambientais e residuos da producéo de combustiveis (etanol, gasolina e diesel) mencionados com

as respectivas porcentagens de alunos que os citaram.

Porcentagem de Porcentagem de

Impactos citados guestionarios (%) Categorias questionarios (%)

Desequilibrio ambiental 0,7

Desmatamento 14,0

Recurso ndo renovavel 2,2

Morte de organismos 51

Geracdo de residuos 2,9

Queimadas 2,2

Poluicdo do ar 17,6 Impactos 86.0
Derramamento de petréleo 11,0 ambientais ’
Poluicdo da agua 6,6

Escavac6es do solo 7.4

Infertilidade do solo 11,0

Grandes plantacdes de cana 2,9

Uso de agrotdxicos 15

Explos@es de postos 0,7

Residuos liquidos 2,2

Restos de cana 10,3 Residuos 14,7
Restos de petréleo 2,2

As indastrias do setor petroleiro geram residuos sélidos como areia oleosa,

antracito, sedimentos dos tanques, emulsdo da limpeza dos separadores, sucata metélica,
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vasilhames de produtos quimicos, parafina das tubulacdes, catalisadores como aminas,
filtros de glicol, residuos de pintura (lixas, pinceis) e tambores metalicos. Como
residuos liquidos pode-se citar agua utilizada, solventes e produtos de limpeza, esgoto
sanitario, agua de lavagem e pluvial, lubrificantes e 6leos usados, agua de resfriamento
de motor e soda caustica. Como emissdes gasosas temos CO, NOx, SOx, H2S, NHs e
hidrocarbonetos, dentre outros (Souza e Sarmento, 2006). Ja no setor sucroalcooleiro, 0s
principais residuos sdo a agua de lavagem da cana e das dornas, dos condensadores e
evaporadores, bagaco de cana, cinzas do bagaco, torta de filtro, vinhaca, melaco e
pontas da cana (Alvarenga e Queiroz, 2009). Poucos alunos mencionaram residuos
gerados na producdo de combustiveis, apesar dos diversos exemplos acima, ressaltando
gue pouco se pensa sobre os residuos produtivos do setor agroindustrial. A vinhaca,
residuo alvo dos estudos da presente tese, ndo foi mencionada por nenhum aluno.

Como os impactos sdo mais trabalhados no conteddo escolar, muitos alunos
conseguiram relaciona-los aos usos da cana-de-agucar e do petréleo para a geracao de
etanol, gasolina e diesel. Os combustiveis sdo insumos muito importantes na sociedade
moderna e, apesar de algumas novas fontes de energia existirem, as grandes corporacoes
produtoras dos combustiveis tém interesse em manter a fonte atual. Costa e Prates
(2005) ressaltam que, apesar das crises do petréleo em 1973 e em 1979, que provocaram
mudancas nas matrizes energéticas mundiais, as inovacOes tecnoldgicas no setor
petroleiro alongam a prevaléncia dos combustiveis fosseis no consumo mundial. A falta
de conhecimento dos alunos sobre a questdo pode indicar um dos motivos pelos quais a
pressao popular quanto a matriz energética nacional é praticamente inexistente, havendo
mobilizacBes relacionadas apenas aos precos de tais produtos e ndo aos seus impactos

negativos ao ambiente.

6) Geracdo de Residuos: efluente e esgoto... temos uma boa maneira para lidar com

este problema?

Nesta questdo, 18% disseram ndo saberem. Dos alunos que responderam, 18%
disseram que sim, mencionando seis diferentes justificativas citadas ao todo 25 vezes.
Dos 88 que responderam ndo (62%), foram mencionadas 15 diferentes justificativas

com 78 citagdes, como demonstrado na Tabela 7.
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Tabela 7. Justificativas sobre a forma que lidamos com os residuos. Justificativas dadas
pelos alunos que responderam afirmativa e negativamente & forma que lidamos com os

problemas gerados pelos residuos.

Porcentagem de

Imagens citadas questionarios (%)

Sim, sabemos lidar com os residuos

Reducéo da emissdo de poluentes 3,6
Chaminés nas fabricas 0,7
Reducéo da producéo de residuos 4,3
Tratamento de esgotos 6,5
Reducgéo do desmatamento 0,7
Reciclagem 2,2
Na&o, ndo sabemos lidar com os residuos
Ha maneiras, mas ndo fazemos 5,8
Falta de preocupagéo 11,6
Solugdes atuais geram mais problemas 2,9
N&o se respeitam normas 14
Falta de saneamento 51
Falta de tratamento dos residuos 51
Muitos carros 14
Excesso de lixo 3,6
Muita poluigéo 51
Geragdo de muitos residuos 29
Excesso de industrias 0,7
Descarte inadequado dos residuos 51
Uso excessivo dos recursos 0,7
Faltam boas maneiras para lidar 43
Transferimos a responsabilidade do problema 0,7

Nas justificativas apresentadas notamos dois padrées distintos. Os que disseram
que temos boas maneiras de lidar com os residuos mostraram medidas que existem e
podem reduzir os problemas ambientais, comumente abordadas nas escolas. Ja quem
disse que ndo temos boas maneiras citou exemplos de como nosso ambiente esta
atualmente, com falta de saneamento, excesso de lixo e polui¢do. Esta divergéncia entre
existirem medidas e a forma que estamos néo refletir esta melhoria foi apontada pelos
proprios alunos, ja que 5,8% deles fizeram justamente esta relacdo e 11,6% disseram
que falta preocupagdo da populagdo com o ambiente, resultando na situacdo atual
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apresentada. Sanches (2000) relaciona a busca de muitas empresas por processos
ambientalmente menos degradantes a maior competitividade, o que depende
diretamente da consciéncia dos cidaddos como consumidores. Portanto, este descaso
com a questdo dos residuos interfere diretamente na atuacdo das empresas, contribuindo

para a piora do cenério atual.

7) E vocé sabe quem fiscaliza se estamos cuidando dos nossos residuos?

Nesta questdo, todas as respostas foram consideradas, mesmo que nao
correspondam a realidade de nosso pais. Ao todo foram citadas 19 instituicdes e

organizagdes em um total de 120 citagdes, como vemos na Tabela 8.

Tabela 8. Instituigdes fiscalizadoras. Institui¢bes fiscalizadoras das normas referentes ao

destino e cuidado com os residuos com as respectivas porcentagens de mencgoes.

Porcentagem de

Fiscais dos residuos A
questionarios (%)

Ninguém 29
As proprias pessoas 57
Governo 2,9
Prefeituras 11,4
Institutos de protecdo ambiental 6,4
Fiscais do meio ambiente 29
Fiscais de rua 4,3
Vigilancia sanitéria 8,6
Redes de coleta de lixo 10,7
Coletores de materiais reciclados 0,7
Servicos de tratamento de esgoto 8,6
Policia 3,6
Policia ambiental 6,4
Guardas florestais 2,1
ONGs 0,7
Policia federal 14
IBGE 14
Bombeiros 2,1
Cientistas 2,1
FBI 0,7
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Os alunos atribuiram a responsabilidade da fiscalizacdo sobre o destino dos
residuos a entidades mais proximas de suas vivéncias, mencionando grupos que lidam
com os residuos e os destinam, como as proprias pessoas, 0s coletores de lixo, 0s grupos
de reciclagem, as ONGs ambientais ou mesmo o0s cientistas. Também foram
mencionadas organizacfes que tratam de outras questdes ambientais, como a Policia
ambiental e os guardas florestais, ou mesmo que fiscalizam e investigam outros
assuntos, como o IBGE, a Policia Federal e o FBI.

A Lei 12.305 de 2010 (Brasil, 2010), também chamada Politica Nacional dos
Residuos Sélidos, estabelece o papel dos governos federal, estadual e municipal em
fiscalizar e implementar medidas que sigam a seguinte ordem de prioridade: néo
geracdo, reducdo, reutilizacao, reciclagem, tratamento dos residuos sélidos e disposi¢édo
final ambientalmente adequada dos rejeitos. J& a Resolugdo CONAMA 430/2011
(Brasil, 2011) dispde sobre condigdes e padrdes de langamento de efluentes, sistemas de
tratamento e diretrizes para gestdo de efluentes. Portanto, cabe ao governo atravées de
seus Orgdos colegiados, fiscalizar se esta legislacao esta sendo vigorada. Apenas 13,6%
dos alunos reconheceram este fato, atribuindo ao governo ou a prefeitura a
responsabilidade pela fiscalizacdo do destino dos residuos. Somente 8,6% dos
estudantes mencionaram a Vigilancia Sanitaria (Anvisa), a qual, de acordo com o portal
do governo Federal (Brasil, 2018), “deve promover e proteger a saude da
populacdo e ser capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a salde e intervir nos
problemas sanitarios decorrentes da producéo, da circulacdo de bens e da prestacdo de
servigos de interesse da saude”, como por exemplo 0 destino dado aos residuos dos
estabelecimentos fiscalizados. Nenhum aluno mencionou a CETESB (Companhia
Ambiental do Estado de S&o Paulo), a qual é responsavel no estado em que a pesquisa
foi realizada “pelo controle, fiscalizagdo, monitoramento e licenciamento de atividades
geradoras de poluicdo, com a preocupacdo fundamental de preservar e recuperar a
qualidade das aguas, do ar ¢ do solo” (CETESB, 2018). Este desconhecimento pode
estar associado, futuramente, a falta de denlncias e cobrancas da populacdo, que

contribuiria para melhorar esta questao.

8) Se vocé fosse governante ou cientista.... 0 que faria para resolver os problemas

gerados pelos residuos?
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Nesta questdo, 31% disseram que ndo sabem, 33% deram uma possivel solucao,
23% duas, 7% trés e 5% quatro ou mais ideias. Foram 45 ideias citadas 195 vezes, como

descrito na Tabela 9.

Tabela 9. Ideias de atuacdo para governantes e cientistas. Ideias dos alunos para a melhoria
ou solucédo do problema dos residuos caso fossem governantes ou pesquisadores, com as
respectivas porcentagens de citagdes e categorias nas quais foram classificadas, também com as

respectivas porcentagens de citacoes.

Porcentagem Porcentagem
Ideias guestionarios Categorias guestionarios
(%) (%)
Néo faria nada 0,7 Sem agéo 0,7
Reduzir consumo 14
Reduzir coleta para obrigar 0.7
reducdo na producgao ’
Melhorar coleta de residuos 50
Proibicédo de descarte de
. 1,4
residuos
Aumentar latas de lixo nas ruas 5,0
Separar uma area para descarte 5,0
Placas de aviso para descarte
o 0,7
proibido
Queima dos residuos 3,6
Aproveitamento do gas queima 0,7
Empresas produtoras de adubos 1,4 Maneiras de
Jogar lixo na lava 0,7 lidar com os 58,3
Investir em reciclagem 9,4 residuos
Investir em saneamento bésico 4,3
Reutilizagdo do lixo 6,5
Mutirdes de limpeza do
. 5,0
ambiente
Reduzir poluigéo 2,9
Chaminés nas fabricas 0,7
Impermeabilizacdo dos lengois
- 0,7
freaticos
Cada um teria que se livrar do 14
residuo '
Mandaria lixo para o espaco 0,7
Mandaria o lixo para os EUA 0,7
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Pesquisas para reduzir residuos 10,8
Diminuir geragdo de residuos 58 .
- Pesquisas e
Produtos com menos impactos 4,3 melhorias 21,6
Pesquisar formas de desintegrar 0.7
o lixo ’
Conscientizacdo pela educacao 4,3
Campanhas de conscientizagdo 9,4 Conscientizacéo 144
Campanhas nas redes sociais 0,7
Leis de protecdo ambiental 94
Multa para excesso de lixo 5,8
Aumento da fiscalizacdo das 6.5
leis ’
Criacdao de instituicdes de .
fiscalizacdo 14 _Leise ~ 29,5
fiscalizacdo
Fiscalizagdo por cAmeras nas 99
ruas '
Taxas para industrias que 14
poluem ’
Prisdo para crimes ambientais 2,9
Novas fontes de energia 2,9
Reducdo do consumo energético 0,7 Energia 4,3
Proibic&o de energia nuclear 0,7
Rodizio de carros 0,7
Investimento em transportes 14
publicos ' Transportes 7,2
Incentivo as bicicletas 2,2
Investir em carros elétricos 2,9
Plantio de arvores 2,9 .
— - Restauracao 4,3
Criacdo de areas verdes 14

que poderiam fazer?

9) Vocé, sua familia e amigos tém responsabilidade quanto a geracéo de residuos? O

Dos alunos avaliados, 75% disseram que temos responsabilidade quanto a

geracgdo de residuos, 7% disseram que depende e 9% disseram que ndo. Nas respostas
que disseram que depende ou que ndo temos responsabilidade, muitos se referiram ao
fato de existirem maneiras de contribuirmos para a melhoria do problema, mas nao
termos responsabilidade em fazé-lo. Dos alunos que responderam a questdo, 27% néo

deram ideias de nossas contribuigdes para melhoria do problema dos, 45% deram uma
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ideia, 22% duas, 6% trés e nenhum aluno deu quatro ou mais ideias. Ao todo foram 27
ideias citadas 133 vezes, como apresentado na Tabela 10.

Tabela 10. Ideias de atuacdo como cidadéos. Ideias para a melhoria ou solucéo do problema
dos residuos que os alunos, suas familias e amigos podem realizar, com as respectivas
porcentagens de citagdes e categorias nas quais foram classificadas, também com as respectivas
porcentagens de citagoes.

Porcentagem de Porcentagem de
Ideias questionarios Categorias questionarios
(%) (%)
Cada um cuidar do seu 0,8
Papel dos governantes 1,6 Sem agéo 3,1
Mudaria de pais 0,8
Consumir menos 3,1
Reduzir geracédo de residuos 11,7
N&o gerar mais lixo 1,6
Produzir residuos mais simples 0,8
Evitar emissdo de poluentes 3,1
Queimar o lixo 0,8
Fazer adubo 1,6 Maneiras de
- - lidar com os 78,9
Reduzir gastos de agua 1,6 residuos
Reutilizar os residuos 3,9
Separar o lixo reciclavel 27,3
Separar lixo organico 2,3
Destinar ao local certo 18,8
N&o jogar 6leo na pia 1,6
Limpar os locais publicos 0,8
Campanhas de conscientizagéo 10,2
Alertar pessoas que poluam 3,9 Conscientizacao 15,6
Criar grupos de debate 1,6
Seguir melhor as leis 0,8 fiscI;(IeiI:;géo 0,8
Redu_zir 0 uso de carros a 47
gasolina ’
Usar transportes publicos 0,8 Transportes 6,3
Usar carros a gas 0,8
Andar de bicicleta 2,3
Nao desmatar 0,8 .
T Restauracéo 3,1
Plantar mais arvores 2,3
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Comparando-se com a questdo anterior, os alunos deram mais ideias de atuagéo
caso fossem governantes ou cientistas do que como cidaddos comuns.

Apesar de uma porcentagem maior de alunos responderem a pergunta 9, como
cidaddos, mais ideias foram atribuidas caso eles fossem governantes ou cientistas, como
proposto na questdo 8, demonstrando um padréo cultural de nossa sociedade em atribuir
maior responsabilidade ao governo do que aos cidaddos, os quais poderiam contribuir
mais do que o fazem. Fernandes et al. (2004) verificaram que professores e alunos de
diferentes cursos do Ensino superior atribuiram responsabilidade em relacdo ao meio
ambiente de, em media, 20% ao governo e 25,6% a sociedade. Porém, apenas 54,4%
disseram tomar atitudes em relacdo ao meio ambiente, confirmando esta questéo
cultural de falta de acdo em questbes ambientais. Da mesma maneira, ndo foram raros
nesta pesquisa alunos que deram ideias mas afirmaram que nédo as colocam em pratica.

De acordo com Silva et al. (2015), o consumismo é um pilar do capitalismo
moderno, porém contribui para a geracdo de residuos e a reducdo da qualidade de vida
das pessoas. Apenas 1,4% dos alunos disseram que poderiamos reduzir o consumo,
fator que contribui fortemente para a geracdo de residuos agricolas e industriais. Parte
dos estudantes ainda apontaram medidas que se referem a falta de acdo, como dizerem
que é papel dos governantes agir neste problema, que poderiamos mandar lixo para
outro pais e para 0 espaco ou mesmo mudar de pais. Estas respostas reforcam que €
necessario mostrar que este problema € universal, ndo s6 do Brasil, e que todos temos

responsabilidade em mitiga-lo.

10) Vocé acha importante discutir sobre residuos e impactos ambientais? O que vocé

tem curiosidade em saber?

Nesta questdo, 92% disseram achar esta discussdo importante e 4% que ndo. Dos
alunos que responderam, 57% nao mencionaram nenhuma curiosidade especifica, 33%
levantaram uma questdo, 8% duas e 1% trés curiosidades. Foram citadas 28

curiosidades, mencionadas 77 vezes, como detalhado na Tabela 11.
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Tabela 11. Curiosidades sobre impactos ambientais e residuos. Curiosidades especificas
sobre impactos ambientais e residuos mencionadas pelos alunos com as respectivas

porcentagens de citacdes.

Porcentagem de

Curiosidades questionarios (%)

O que séo impactos? 3,0
Exemplos de impactos 15
Tipos de poluicdo 0,7
O que é efluente? 2,2
O que sdo residuos? 11,1
Dimenséo do impacto humano 0,7
Como os residuos sdo gerados? 15
Como lidamos com residuos? 59
Como funciona a reciclagem? 15
Formas de reutilizar 0,7
Industrias reutilizam? 0,7
Residuos industriais 3,7
Residuos dos combustiveis 0,7
Residuos dos refrigerantes 15
Residuos da pecuaria 0,7
Residuos da produgdo de ragdo 0,7
Residuos radioativos 0,7
Controle mundial 2,2
Principais pesquisas 0,7
Como resolver? 8,1
Como sera no futuro? 0,7
Maleficios para a satde 0,7
Por que falta informagéo? 0,7
Por que mesmo sabendo poluimos? 3,0
Saber pontos de vista 0,7
Formas alternativas de energia 0,7
Beneficios animais de zoolégico 0,7
Papel da fauna no problema 0,7

Almeida et al. (2015) investigaram as abordagens sobre meio ambiente em livros
didaticos quanto as dimensdes conceitual, procedimental e atitudinal e observaram que
0s aspectos que envolvem a interdisciplinaridade e a relacdo do meio ambiente com o
social, econémico e politico foram abordados de forma insuficiente. Em concordancia

com esta posi¢éo, ao levantarmos as curiosidades, verificamos que boa parte se refere as
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proprias questBes realizadas, justificando as altas porcentagens de alunos que ndo as
responderam. Houve questionamentos sobre os residuos gerados pelas agroindustrias na

producdo de itens especificos e sobre projecGes futuras.

3.2 Curso “PenSsando o ambiente”

Uma semana antes do inicio do curso, foi entregue uma pergunta sobre opinides

dos alunos a respeito da tematica dos residuos, como descrito a seguir.

“Apesar de estarmos em contato ¢ sermos parte do ambiente, poucas vezes paramos para refletir
sobre os problemas que o afetam e a influéncia do ser humano. Dentre os principais impactos
sobre 0 ambiente esta a questdo dos residuos. Escreva, de forma resumida, sua opinido a respeito
deste problema na atualidade, envolvendo causas, consequéncias, dimensdes, formas com que
lidamos ou qualquer aspecto que ache importante. Traga esta atividade em nosso primeiro

encontro, pois sera muito importante ao longo do curso.

Foram recolhidas 12 atividades dos 43 alunos abordados nas duas escolas.
Muitos trataram os residuos como lixo, falando da importancia de reciclar, de dar um
destino correto para estes materiais e da conscientizacdo para melhoria do problema. Ao
desenvolverem atividades sobre os residuos sélidos com alunos de 4° e 5° ano do ensino
fundamental, Stangherlin e Specht (2014) notaram que os alunos passaram a separar o
lixo reciclavel e a respeitar mais os catadores, reconhecendo suas importancias para a
sociedade. Partindo do principio que a escola tem um papel social importante na
formacdo de atitudes conscientes, atividades que busquem modificar comportamentos
dos adolescentes, como as propostas aqui, sdo de fundamental importancia.

A andlise das concepcdes obtidas na etapa anterior deste trabalho bem como das
atividades recolhidas contribuiu para o palnejamento do curso ‘“Pensando o ambiente”,
cuja descricdo e interpretacdo serdo expostas por encontro. Ao longo das atividades,
verificaram-se diferentes comportamentos entre as turmas avaliadas. Na turma com
encontros fora do periodo de aulas, as discussdes foram mais aprofundadas e
prolongadas. Estes alunos traziam mais conhecimentos prévios sobre as questdes
ambientais, sendo que o curso contribuiu para deixa-los ainda mais engajados, podendo
transforma-los em dissipadores de informacdes e sensibilizadores para atitudes mais

ambientalmente saudaveis. Ja na turma com os encontros feitos em horario de aula,
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apesar de selecionarmos a mais interessada, ndo houve a mesma participagdo. Ainda
assim, acredita-se que o curso foi importante, acrescentando conhecimentos menos
aprofundados, mas fundamentais. Portanto, indicamos que, quando for trabalhado com
uma turma inteira, seja desenvolvida uma versdo resumida do curso, que ja cumpriria 0
papel pedagdgico de conscientizacdo ambiental, modificando a mentalidade de todos de
maneira construtiva e despertando valores e novas atitudes que cooperem para a

melhoria do ambiente (Reis et al., 2012).

< 1° Encontro: Brain storm

Inicialmente, comentou-se sobre os impactos ambientais e a capacidade dos
seres vivos em modificarem o ambiente, enfatizando o ser humano como maior
causador de impactos ambientais negativos, como a geracdo de residuos. Para a
discussdo e a atividade de “Brain storm”, foi colocado no centro da lousa a palavra
“residuo” e os alunos escreverem em torno do termo tudo que julgassem ser residuos.
Foi discutido se as expressOes levantadas realmente se tratavam de residuos. Os
préprios alunos concluiram que residuo ndo é apenas lixo e que alguns materiais podem
ainda ser matéria-prima para produtos, deixando de serem residuos e aumentando a
ecoeficiéncia de nossa sociedade. A ecoeficiéncia envolve a reducdo progressiva da
geracdo de residuos soélidos, efluentes liquidos e emissbes atmosféricas, reduzindo o
desperdicio de materiais e trazendo beneficios econdmicos e ambientais para as
empresas (Sisinno e Moreira, 2005), 0 que poderia ser extrapolado aos domicilios e
escolas.

Foi pedido que os alunos propusessem, em duplas ou trios, maneiras de
classificar os residuos apontados. Foram propostos critérios como seus componentes
(organicos, reciclaveis, eletronicos), tipos de atividades geradoras (residencial,
hospitalar, industrial, agricola, energética) e aspectos (sélidos, liquidos e Qgasosos).
Aproveitou-se para definir os termos lixo ou residuo solido (ABNT, 2004), efluente
(ABNT, 1987) e esgoto (ABNT, 1986), além de apresentar diferentes maneiras de
disposicao e tratamentos adequados (Mota el al., 2009; Sisinno e Moreira, 2005). A
partir deste panorama, concluiu-se que o consumismo exagerado seria o principal
intensificador dos problemas ambientais gerados pelos residuos e, neste sentido, nosso

papel como cidadéos seria fundamental. Para Mota et al. (2009), a melhor maneira para
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resolver os problemas constantes gerados pelo lixo é evitar seu surgimento, o que

envolve diretamente o consumo consciente.

¥ 2° Encontro: Pesquisa orientada

Os alunos foram convidados a realizarem pesquisas sobre desastres ambientais,
legislacdo brasileira e 6rgdos fiscalizadores relacionados aos residuos na sala de
informética das escolas. As turmas foram divididas em trés grupos, que pesquisaram
cada um dos assuntos e anotaram os topicos pesquisados em diferentes partes da lousa.
Nos dois tercos finais do encontro foram feitas as discussdes dos topicos levantados.

Quanto aos desastres ambientais, foram relatados casos famosos como o de
Mariana e o de Chernobyl, além de situagbes menos famosas envolvendo efluentes
agricolas, de mineracdo, de usinas petroliferas e industriais. Tendo em vista que 0s
alunos inicialmente se referiram aos residuos apenas como lixo, o desconhecimento e
despreocupacédo com os efluentes podem explicar por que as pessoas nao enxergam suas
responsabilidades quanto a estes desastres, seja como consumidores, estimuladores
destas atividades, ou na falta de pressdo para penalidades mais graves para 0S
responsaveis diretos para estes problemas. De acordo com Davies e Martins (2009), o
rompimento de barragens de rejeitos, por exemplo, € mais comum em periodos de
recessao nos precos dos minérios, quando as mineradoras sao estimuladas pelos
investidores a manterem suas rentabilidades. Para isso, estas empresas pressionam as
agéncias ambientais para acelerarem o licenciamento, 0 que pode gerar interpretacdes
incompletas ou inadequadas dos riscos ambientais e impactos, aumentando a ocorréncia
de desastres (Davies e Martins, 2009). Apos a ocorréncia de um desastre a tomada de
medidas de mitigacdo ambiental e de garantia de direitos humanos sé se torna possivel
gracas a pressdao popular e a intercessdo judicial (Wanderley et al., 2016). A agéo
popular poderia ser efetiva também na prevencdo destes desastres, mas o
desconhecimento geral da populacdo sobre a geracdo e destino de rejeitos e efluentes
industriais impede esta acao.

Os alunos notaram que o0s residuos domésticos gerados diretamente pela
populacdo, apesar de ndo estarem relacionados a grandes desastres, também trazem
consequéncias negativas como a contaminacdo do solo, da &gua e do ar, enchentes e

morte de muitos seres vivos. Os problemas oriundos dos residuos sélidos, ou tambem
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chamados de lixo, sdo mais continuos e dependem de uma série de fatores sobre os
quais podemos atuar, como quantidade gerada, destinagcdo adequada, reutilizacdo e
separacao de materiais reciclaveis para coleta seletiva (Mota et al., 2009).

Quanto a legislacdo ambiental brasileira, os alunos observaram que tais leis estdo
disponiveis para a populacdo, a qual poderia contribuir mais para suas proposi¢des e
para a fiscalizagdo de seus cumprimentos, denunciando e agindo ao presenciarem
procedimentos ilegais. De acordo com Zaneti e S& (2002), o mundo atual se configura
em uma Otica capitalista, na qual o modelo liberal de governo exerceria vantagens ao
desenvolvimento econémico dos paises. Entretanto, este sistema politico traz
desvantagens sociais e ambientais, ja& que 0s interesses socioambientais comuns séo
soterrados pelos interesses econdémicos privados (Zaneti e S, 2002). Por esta razao,
devemos nos atentar para que o Estado ndo perca tal funcédo reguladora, importante para
a manutencéo dos recursos ambientais. Aliado a esta questdo, temos o estabelecimento
da grade curricular que, de acordo com Arroyo (2014), é um instrumento para limitar a
autoria docente, de forma que conteddos que estdo nela devem ser obrigatoriamente
trabalhados e soterram os conteddos que estdo fora dela, que ndo entram no trabalho
escolar. Com isto, propositadamente, enfraquece-se 0 senso critio e as resisténcias
sociais dos futuros cidaddos, reduzindo a docéncia a um treinamento para a vida
profissional dos educandos (Arroyo, 2014). A Educacdo Ambiental extracurricular tem,
portanto, um papel fundamental na discussdo quanto a complexidade das questbes
socioambientais, permitindo uma gestdo mais integrada, envolvendo a sociedade e o
setor publico (Zaneti e S&, 2002).

Os alunos puderam ainda discutir defasagens das leis ambientais brasileiras e a
importancia de entidades como o Ministério do Meio Ambiente (MMA\) para existéncia
destas. De acordo com a defini¢do do site do governo (MMA, 2018), “0 MMA foi
criado em 1992 e visa desenvolver estratégias para o conhecimento, a protecdo e a
recuperacdo do meio ambiente, além da inser¢do do desenvolvimento sustentavel nas
politicas publicas”. Sabendo que as medidas de preservagdo ambiental esbarram em
interesses econdmicos (Zaneti e Sa, 2002), entidades como o MMA ganham
importancia reguladora ainda maior, sendo resisténcia ao crescimento econdmico
descontrolado.

No quesito de 6rgdos fiscalizadores, os alunos apresentaram mais dificuldades
de encontrarem informacdes. Ainda assim, foi possivel discutir sobre agéncias ligadas

ao governo como a Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB),
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responsavel pelo controle, fiscalizagdo, monitoramento e licenciamento de atividades
geradoras de polui¢do que possam afetar a qualidade das &guas, do ar e do solo. Nesta
aula, as discussdes fizeram os alunos notarem que, no Brasil, o Estado apresenta uma
funcdo fundamental na criacdo e na fiscalizacao das leis ambientais, contribuindo para o
desenvolvimento sustentavel (Zaneti e S4, 2002).

A tecnologia da informacédo criou um espaco de aprendizagem e reflexdo para
além das escolas, possibilitando a conscientizagcdo por meio da percepcao ética do meio
ambiente (Marchiorato, 2018). O desconhecimento dos cidaddos sobre aspectos
ambientais e sobre como procurar informacGes sobre eles gera falta de embasamento e
reflexdo, a qual explicaria a baixa atuacdo popular e a manipulacdo politica da
populacdo quanto as questdes ambientais. Com isso, a orientacdo dos professores sobre
a utilizacdo de tais tecnologias para a Educacdo Ambiental é uma abordagem de suma

importancia, dai a necessidade de atividades como a proposta para este encontro.

+ 3° Encontro: Jogo Caca ao tesouro

Para rediscutir e sanar duvidas sobre os pontos trabalhados nos dois encontros
anteriores, foram propostas dez questdes que fizeram parte do jogo “Caca ao tesouro”.
As questdes foram escritas em duplicata para os dois times participantes de cada escola,
mas numeradas em ordens diferentes. A primeira questdo de cada time foi guardada e as
outras nove e um tesouro foram escondidos em dez diferentes lugares da escola, que
estavam relacionados a geracdo ou ao destino de residuos. Foram elaboradas dez pistas
para cada grupo chegar a estes lugares, mencionando suas relagdes com os residuos.
Esta preparacdo foi feita antes do encontro se iniciar. Algumas ideias de perguntas
preparadas para 0s grupos, respostas possiveis dos alunos e dicas para acharem as pistas
encontram-se no anexo 1, ao final deste capitulo.

As turmas foram divididas em dois grupos de cores diferentes. Para identifica-
los, os alunos amarraram uma fita com a respectiva cor de seus grupos em seus bracos.
Foi entregue a primeira questdo para cada grupo, que a respondeu em uma folha de
respostas e mostrou para a professora. Quando a resposta estava correta, 0 grupo recebia
a pista para ir até o local da escola em que estava escondida a proxima questao, e assim
até chegar ao tesouro, que envolveu alguns doces, mas poderiam ser livros ou outros

materiais interessantes para os alunos. Na turma que teve os encontros em periodo de
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aula, os alunos apenas adivinharam o local da proxima pergunta, mas ndo iam até 1a
buscé-la. Quando acertavam o local, a préxima pergunta era apenas entregue, para ndo
atrapalhar o andamento das atividades escolares.

Em ambas escolas, os alunos mostraram-se bastante interessados, empolgados e
motivados pela competicdo e curiosidade para encontrarem as proximas perguntas e o
tesouro. Para Coutinho et al (2018), a motivacdo é um componente importante para a
aprendizagem efetiva. Os professores podem estimula-la promovendo a competicéo
saudavel e equilibrada, atribuindo responsabilidades aos alunos, possibilitando trabalhos
em grupo, utilizando varios espagos escolares e recursos que despertem a curiosidade
(Coutinho et al., 2018). A presenca destes elementos juntos no jogo “Caca ao tesouro”
pode ter contribuido para a participacdo e empenho dos alunos. Com isso, foi possivel

trabalhar os contetdos vistos, além de estimular o trabalho em grupo de forma divertida.

<+ 4° Encontro: Documentdario “Lixo Extraordindrio”.

Os alunos foram levados as salas de video das escolas para a exibicdo do
documentario “Lixo Extraordinario”, que tem 100 minutos de duracdo. O encontro se
estendeu por duas horas na turma que teve aulas aos sdbados e duas aulas consecutivas
de 50 minutos para a turma que teve o curso durante as a semana.

O documentario, produzido pelo inglés Angus Aynsley e pela empresa O>
filmes, de Fernando Meirelles retrata o trabalho do artista plastico brasileiro Vik Muniz
com catadores de material reciclavel em um dos maiores aterros controlados do mundo,
no Jardim Gramacho, Rio de Janeiro. O documentario conta a historia de sete catadores
de lixo retratados nas obras de Vik Muniz, bem como a mudanca que esta interacdo
causou. Com base no filme foi possivel abordar questdes como o reuso do lixo, o papel
da arte na conscientizacdo das pessoas quanto a problemas ambientais e 0s impactos
sociais relacionados aos residuos.

As discussdes relacionaram o poder aquisitivo e as oportunidades de vida das
pessoas com a problematica dos residuos, envolvendo a responsabilidade de
enxergarmos estas realidades e compreendermos a complexidade que as envolve. De
acordo com Silva et al. (2014), que trabalharam com comunidades de catadores de um
municipio brasileiro de Pernambuco, estas pessoas ndo conseguem reconhecer sua

importancia quanto a melhoria ambiental, principalmente por causa da marginalizacéo
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que sofrem por parte da sociedade. Atividades reflexivas, de discussdo e exposicao,
aumentaram a conscientizacdo ambiental dos catadores e a percepcdo de suas
importancias, estimulando novas fontes de renda, com o artesanato a partir do reuso do
lixo e 0 aumento da variedade de materiais separados para reciclagem (Silva et al.,
2014). De forma semelhante, Sidegum et al. (2015), que trabalharam com catadores de
trés cidades do Rio Grande do Sul, ressaltam que, apesar destas pessoas terem
importancia ambiental fundamental, passam desapercebidos como atores sociais.
Novamente, a marginalizacdo dos catadores traz inseguranga quanto as suas proprias
percepcdes, limitando suas capacidades de atuagdo (Sidegun et al., 2015). Por isso,
discussbes como as possibilitadas pelo documentario “Lixo Extraordinario” neste
encontro, contribuem para reduzir os preconceitos dos alunos em relacdo aos catadores,

gue passam a ser enxergados com um destaque na problematica ambiental dos residuos.

<+ 5° Encontro: Para onde vai o lixo?

Prop0Oe-se a visita a locais da cidade para onde se destine o lixo, como lixdes,
aterros sanitarios, centros de triagem de materiais reciclaveis, industrias de reciclagem,
composteiras, oficinas de transformacao de materiais, estacdes de tratamento de esgoto,
setores de tratamento de efluentes industriais ou corpos d’agua que recebam despejo de
efluentes. A selecéo destes locais depende das caracteristicas da cidade, disponibilidade
de transporte e possibilidade de visitacdo. Realizamos visitas teméaticas ao Centro de
Divulgacdo Cientifica e Cultural (CDCC) da Universidade de Séo Paulo (USP), nas
quais o0s alunos tiveram contato com uma injetora de plastico e um jardim
agroecoldgico. Os alunos puderam entender o processo de reciclagem de plasticos e sua
demanda energética, bem como a compostagem e seus beneficios para 0 ambiente ao
mitigar os problemas gerados pelos residuos organicos.

Nesta atividade, os alunos puderam manusear a injetora de plastico, a
composteira € um minhocario, tendo um aprendizado pratico dos processos. Colombo
Junior et al. (2009) analisaram a efetividade de uma visita a um observatorio
astrondbmico com criangas de 3° e 4° ano do ensino fundamental, observando que a
atividade trouxe motivagdo, complementou os assuntos vistos de maneira formal em
sala de aula e despertou o interesse dos alunos em fazerem novas visitas, incluindo seus

familiares. Podemos supor, portanto, que com a visita realizada os alunos se
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sensibilizaram mais quanto as suas responsabilidades perante os residuos gerados, sendo
estimulados a adotarem préaticas mais conscientes e propagarem estas atitudes aos seus

familiares. A Figura 2 retrata os ambientes visitados pelas turmas participantes.
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Figura 2. Espacos visitados no Centro de Divulgacgédo Cientifica e Cultural (CDCC). Visita
a injetora de plastico e ao quintal agroecolégico, abordando as importancias da reciclagem, da
compostagem e da reutilizacdo de residuos em atividades domésticas.

< 6° Encontro: A importancia das pesquisas

Propomos visitas a locais da cidade que gerem e disponibilizem informacdes e
tecnologias para a melhoria dos problemas causados pelos residuos, como
universidades, laboratorios, centros de pesquisa, ONGs ambientais e bibliotecas. Além
disso, os alunos ainda podem ser levados a um ecossistema natural tipicos da regido, o
qual seria afetado pelos residuos. Em nosso trabalho, levamos os alunos com ajuda dos
pais e de vans escolares a Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), na qual foi
visitado o Laboratério de Biotecnologia de Algas, a Biblioteca Comunitaria € um
fragmento de cerrado. Esta visita, envolvendo os trés locais citados, teve duragdo de
entorno de trés horas e meia. Além disso, as duas turmas que participaram do curso
também realizaram esta atividade separadamente. A Figura 3 retrata os locais visitados

neste encontro.
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Figura 3. Espacos visitados na Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar). Visita ao

Laboratério de Biotecnologia de Algas, a Biblioteca Comunitaria e a um fragmento de cerrado,
retratando locais que geram e disponibilizam conhecimentos cientificos, bem como um

ambiente natural existente na cidade.

O Laboratério de Biotecnologia de Algas desenvolve pesquisas referentes ao
cultivo de microalgas em residuos como a vinhaca, buscando a biorremedia¢do do
residuo e a geracdo de biomassa comercialmente valorizada (Candido e Lombardi,
2017). Na visita foram discutidas as importancias das pesquisas para a criacdo de novos
tratamentos e tecnologias envolvendo o descarte dos residuos, bem como de materiais
menos poluentes e duradouros. A conscientizagdo ambiental gera mudancas de habitos
COmo 0 consumo consciente, que considera os residuos e impactos ambientais gerados
por um produto dentre os critérios de compra (Bertolini e Possamai, 2005). Desta
maneira, conhecer os desafios no desenvolvimento de novos tratamentos é importante

para a conscientizagdo ambiental.
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A visita a Biblioteca Comunitaria da UFSCar objetivou mostrar aos alunos que
eles podem ter acesso aos conhecimentos produzidos por pesquisadores, bem como a
conteddos importantes para a compreensdo das questdes ambientais. Os alunos puderam
conhecer os diversos tipos de materiais e publicacGes disponiveis em uma biblioteca
universitéria e a forma de encontra-los. Com a visita a estes locais, 0s alunos puderam
notar a importancia do conhecimento cientifico para minimizar problemas ambientais
como os causados pelos residuos. A alfabetizacdo cientifica permite o entendimento
pratico do dia-a-dia a partir dos conhecimentos cientificos, sendo um processo vitalicio
e que ocorre em diversas esferas de ensino, ndo apenas na escola (Delizoicov e
Lorenzetti, 2001). Neste contexto, as visitas, saidas de campo e atividades praticas
permitem a alfabetizacdo cientifica por meio da interacdo com 0s cenarios e agentes,
ajudando a construir relacdes entre a experiéncia pratica e o conhecimento cientifico.

Na terceira etapa, os alunos visitaram um fragmento de cerrado protegido dentro
do campus da UFSCar para conhecimento da fauna e flora locais e dos servigos
ecossistémicos providos por este ambiente, como protecdo e reposicdo dos lencdis
freaticos e nascentes, geracdo de produtos medicinais e recursos ornamentais, protecao e
manutencdo da fertilidade do solo e da qualidade do ar, amenizacdo da temperatura,
recreacdo e Educacdo Ambiental (Andrade e Romeiro, 2009). Os alunos puderem
observar a gravidade dos prejuizos ocasionados a este tipo de ambiente pela geracdo de
residuos de maneira cada vez mais acelerada, envolvendo consequéncias negativas para

0 proprio ser humano e para toda a comunidade de nossos ecossistemas naturais.

< 7° Encontro: Jogo de perguntas e respostas

Foram feitas previamente quinze cartas contendo perguntas testes sobre as
discussdes construidas e assuntos abordados durante as visitas, referentes aos residuos.
Em uma caixinha, colocaram-se nimeros de 1 a 15 e trés papeis com a palavra “volta”.
Foram feitas ainda cinco cartas maiores com as letras das alternativas das questdes, de

A até E. A Figura 4 retrata os materiais confeccionados para este jogo.

139



¢

Figura 4. Jogo de perguntas e respostas sobre residuos. Cartas com perguntas, letras das

alternativas, nimeros das questdes e medalha entregue aos vencedores do jogo proposto no

encontro.

As cinco letras das alternativas de A até E foram colocadas na lousa,
distanciadas umas das outras. Um aluno tirou o nimero de uma questdo da caixinha. A
pergunta e as alternativas da questdo correspondente foram lidas aos alunos, que
anotaram em seus cadernos a alternativa que julgaram correta. Em seguida, cada aluno
ia em direcdo a letra da lousa que haviam anotado em seus cadernos. Os alunos que
erravam a resposta saiam do jogo e 0s que acertavam respondiam a proxima pergunta da
mesma maneira. Se ao invés de tirar um ndmero da caixinha, fosse retirada a palavra
“volta”, 0os alunos que haviam saido do jogo respondiam a proxima questdo. Quem
levantasse a méo e respondesse corretamente primeiro, voltava ao jogo. Esta sequéncia
foi repetida até restar apenas o aluno vencedor, que ganhou uma medalha confeccionada
em restos de papeldao e papel cartdo. Novamente, os alunos mostraram-se muito
empolgados e motivados. Os jogos didaticos estimulam o interesse do aluno,
desenvolvem aspectos sociais dos participantes e possibilitam avaliagdo da
aprendizagem pelo professor, contribuindo para a construcdo do conhecimento
cientifico (Campos et al., 2003; Domingos e Recena, 2010), dai a importancia da
realizacéo desta atividade.

No final do encontro, os alunos se organizaram em grupos para O
desenvolvimento do trabalho final, no qual criariam uma campanha de conscientizagao
na escola. Assim como ja apontado e de acordo com Bertolini e Possamai (2005), a
conscientizacdo é fundamental para fazer as pessoas atuarem de maneira menos

impactante sobre o ambiente por meio da mudanca de habitos. O objetivo deste
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trabalho, portanto, foi possibilitar a reflexdo sobre os problemas relacionados aos
residuos ndo s6 aos alunos participantes do curso, mas também ao publico das escolas.
Para isso, houve a separacdo de seis grupos de trabalho, com trés a nove alunos, na sala
com 35 alunos. Ja a turma com oito alunos permaneceu unida e confeccionou um

trabalho Unico.

+ 8° Encontro: Feedback sobre o curso

Os participantes tiveram metade do periodo para discutirem e planejarem a
atividade que desenvolveriam para conscientizar outros alunos a respeito dos residuos.
O intuito era que os grupos adotassem formas de apresentacdo variadas e abordassem
aspectos diferentes do tema, tornando a campanha mais diversificada. Apesar da
dificuldade em planejar atividades com metodologias variadas de ensino e
aprendizagem, esta diversificacdo desperta interesse e expectativas nos alunos,
possibilitando a geracdo de autonomia quanto a um conteido (Zuanon e Diniz, 2010).

Na segunda parte do encontro foi entregue uma folha com seis perguntas, cujos

enunciados estdo descritos abaixo, para os alunos relatarem suas opinides sobre 0 curso:

“1) Antes de comegarmos 0 curso, vocé nos falou sobre sua opinido a respeito da questdo dos
residuos, envolvendo pontos como as causas, consequéncias, dimenses e formas com que
lidamos. Ap6s as atividades do curso, houve alguma mudanca na sua opinido?

2) Vocé consegue destacar o que aprendeu de mais importante ou interessante durante o curso?
3) Vocé acha que houveram atividades desnecessarias ao longo do curso, devido a forma com
que foram realizadas ou aos assuntos abordados? Por que?

4) Ao longo do curso foram usadas diferentes metodologias (brain storm, discussdes, pesquisas
na internet, jogos interativos, jogos reflexivos, visitas, aulas expositivas). De quais vocé mais
gostou? Por que?

5) Houve alguma metodologia empregada que vocé ndo gostou ou acha que néo contribuiu para
a aprendizagem? Explique.

6) Vocé recomendaria o curso pensando o ambiente para outros colegas? ”’

Houve a participacdo de 41 alunos, dos 43 que compareceram as atividades.
Vinte e trés alunos disseram que o0 curso mudou suas opinides e visdes sobre a
problematica dos residuos e seis alunos disseram que ndo mudou, mas contribuiu para

que adquirissem conhecimentos que embasassem ainda mais suas concepgdes e

141



aumentassem suas preocupacgdes ambientais. Apenas doze alunos disseram que suas
opinides ndo foram alteradas pelo curso, todos da turma em que o curso foi oferecido
em horario de aula e com presencas em menos de metade dos encontros.

Ao serem questionados sobre o que aprenderam de mais importante, os alunos
apontaram a existéncia de outros residuos além do lixo, como os efluentes, maneiras
corretas de descartar e tratar diferentes tipos de residuos, a importancia e os gastos com
a reciclagem, nossa capacidade de acédo, a existéncia de leis e 6rgdos de fiscalizacdo
quanto ao descarte os residuos, a politica dos 3 Rs (reduzir, reutilizar e reciclar), a
geragdo de conhecimentos cientificos e caracteristicas dos ambientes naturais
impactados pelos residuos. Os alunos julgaram que todos temas abordados e
metodologias empregadas foram necessarios, contribuindo de diferentes formas para a
aprendizagem. Esta visdo corrobora as discussbes de Zuanon e Diniz (2010), que
notaram que a diversificagdo metodoldgica e a realizacdo de atividades em que os
alunos sdo mais atuantes sdo efetivas para a aprendizagem dos conteudos de Ciéncias.
Alguns alunos destacaram ainda a aplicabilidade destes conhecimentos, que sdo muito
presentes em seus cotidianos.

A maioria dos alunos apontaram as visitas e jogos como atividades que mais
gostaram, dizendo contribuirem de forma divertida, dindmica e prética para a
aprendizagem, o que coincide com as visfes de Delizoicov e Lorenzetti (2001), Campos
et al. (2003), Colombo Junior et al. (2009) e Coutinho et al. (2018). Os alunos ainda
disseram que conheceram locais da cidade que nunca tinham ido e talvez ndo tivessem
oportunidade de estarem. Alguns ressaltaram ainda a importancia das discussdes, que
permitiram que expressassem suas opinides e vissem como seus colegas pensam sobre o
assunto. A argumentacdo possibilita a reflexdo, a construcdo de novos sentidos, trocas
de opinides e o desenvolvimento do raciocinio, mas, para isso, a mediacdo do professor
é fundamental (Chiaro e Leitdo, 2005), como ocorrido em nossos encontros. Por fim,
todos alunos indicariam o curso, por se tratar de uma forma divertida para aprender e

refletir sobre uma questdo ambiental tdo importante quanto os residuos.

+ 9° Encontro: Campanha de conscientizacao

Para a apresentacdo dos trabalhos finais, as turmas de oitavo ano da escola

publica foram reunidas no anfiteatro e as da escola particular assistiram a apresentagédo
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individualmente na sala de multimidia. Como nesta turma os alunos trabalharam em um
grupo unico, foi desenvolvida uma apresentagdo mista, com interacdes, audios, videos
imagens, cancdes, dindmicas, atuacles e praticas abordando os residuos no periodo de
uma aula. Na turma maior, os seis grupos formados apresentaram seus trabalhos
durante o periodo total de uma aula. Tivemos uma apresentacdo de slides sobre o que
sdo residuos e seus tipos, um video abordando formas de descarte, um cartaz a respeito
das acdes de reducdo, reutilizacdo e reciclagem, uma pesquisa sobre os problemas do
lixo hospitalar, uma histéria em quadrinhos falando de nossas responsabilidades e
atuacGes e um teatro sobre consequéncias negativas do descarte incorreto dos residuos.

Nesta campanha, os participantes do curso aprofundaram seus conhecimentos e
se expressarem, colocando suas habilidades e criatividades em préatica. A confec¢éo e
apresentacdo de trabalhos pelos participantes permitiu que estes se responsabilizassem
pelo processo de ensino-aprendizagem, ajudando a desenvolver a coletividade e a
reflexdo necessérias para a conscientizacdo ambiental (Zuanon e Diniz, 2003). Acredita-
se que os ouvintes também puderam refletir e se interessar pelo tema.

Ao final do curso, os participantes foram presenteados com certificados
assinados pelas pesquisadoras, formalizando o encerramento das atividades e
valorizando a presenca dos alunos. A Figura 5 apresenta 0 momento de sua entrega no

encerramento do curso em uma das turmas.

Figura 5. Entrega do certificado. Momento da entrega do certificado aos participantes do
curso de uma das turmas ao final das apresentacGes de trabalhos aos outros alunos de 8° ano da

escola.
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4.0 CONCLUSOES

A andlise das concepcdes dos alunos nos permitiu refletir acerca da visdo sobre a
problematica dos residuos pela sociedade. Os alunos tém conhecimentos mais
aprofundados sobre impactos ambientais, residuos solidos e reciclagem, que estdo mais
presentes no cotidiano e sdo mais abordados na grade curricular escolar, demonstrando
a importancia da vivéncia e da educacdo formal para a formacdo dos cidaddos. Ja
conceitos relacionados aos efluentes, a producdo de residuos pelos setores industrial,
incluindo o agropecudrio e o energético e a fiscalizacdo do destino dos residuos, séo
menos conhecidos. Este desconhecimento, aliado a viséo cultural de que a maior parte
da responsabilidade quanto ao problema cabe aos governantes, contribuem para nossa
falta de acdo, baixa pressdao popular sobre as entidades fiscalizadoras e pequeno
entendimento e reconhecimento das pesquisas ambientais. Este cenario pode ser ainda
mais problematico futuramente com a reducdo da area da Educacdo Ambiental na
BNCC, que direcionara o curriculo do Ensino Fundamental a partir de 2020.

As atividades propostas no curso “Pensando o ambiente” abordaram diferentes
aspectos da tematica dos residuos. Ao oferecer o curso como atividade extracurricular,
foi possivel discussdes e reflexdes aprofundadas, contribuindo com a formacgdo de
individuos ambientalmente engajados e que possam atuar como dissipadores de
conhecimentos e atitudes. J& em sala de aula, podem ser necessarias algumas
modifica¢fes no cronograma, mas, ainda assim, ha estimulo aos alunos, que refletiram
sobre aspectos ndo abordados no histérico escolar. Propostas como esta, que podem ser
aplicadas em outros ambientes de aprendizagem que ndo apenas o escolar, tendem a
ganhar ainda mais importancia devido a auséncia de discussdes referentes a tematica
ambiental na nova diretriz curricular imposta. Espera-se que esta proposta possa ser
adotada, ainda que parcialmente, por professores de Ciéncias ou em projetos
interdisciplinares, contribuindo para complementar os temas ambientais j& incorporados

na educacado escolar brasileira.
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Anexo 1. Jogo “Caca ao tesouro”. Exemplos de perguntas, respostas e pistas para um dos
grupos participantes do jogo “Caca ao tesouro” realizado no 3° encontro. Para o segundo ou
demais grupos basta inverter a ordem das perguntas e pistas.

-> Perguntas para o grupo 1:

1) O que séo residuos sdlidos? Onde sdo produzidos?

2) Quiais sdo as trés principais maneiras para melhorarmos a questao dos residuos solidos?
3) Quiais as responsabilidades do Governo quanto aos residuos sélidos?

4) Quais sdo as formas de disposi¢éo final dos residuos sélidos existentes atualmente?

5) O que é chorume e biogas?

6) Além dos residuos sélidos, que outros residuos sdo gerados pela humanidade? Onde séo
produzidos?

7) Quais os possiveis destinos para os efluentes domésticos?

8) Quem fiscaliza se o descarte de efluentes estd adequado?

9) O tratamento inadequado de residuos pode gerar grandes desastres como... (falem dois).
10) O que nos podemos fazer para melhorar a questéo dos efluentes?

-> Respostas esperadas para o grupo 1:

1) S&o materiais sdlidos resultantes da atividade industrial, domestica, hospitalar, comercial,
agricola, de servicos, de estacbes de tratamento de agua e instalacbes de controle de
poluicdo que ndo tém mais utilidade.

2) Reduzir a producdo com um consumo mais consciente, reutilizar e reciclar o que for
possivel.

3) O governo tem a responsabilidade pela gestao e acdes gerenciadoras relativas as diversas
etapas relacionadas aos residuos solidos, desde a geragdo até a destinagdo final.

4) Lixdo, Aterro controlado, Aterro sanitario, Reciclagem, Compostagem e Incineragao.

5) Chorume é um liquido produzido a partir da degradagéo bioldgica dos residuos organicos
presentes no aterro e biogas é um gas gerado no interior dos aterros devido as reacgdes
bioquimicas que ali ocorrem.

6) Os efluentes liquidos e gasosos, gerados pelos domicilios, industrias, incluindo o setor
energético, mineracao e agricultura.

7) Fossas sépticas, redes municipais de esgoto, estacbes de tratamento de esgoto e
diretamente nos corpos d’agua ou no solo (em locais sem saneamento basico).

8) O Ministério Pablico, a Policia Federal, orgaos filiados ao governo federal, como o

IBAMA, e entidades de protecdo ambiental, como a CETESB no estado de S&o Paulo.
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9) O desastre de Mariana, o do Césio 137 em Goiania, rompimento da barragem de
Cataguazes, explosdo de Chernobyl.

10) Consumir menos, buscar comprar de empresas mais responsaveis, ajudar a vigiar e
denunciar o descarte inadequado de efluentes e pressionar o governo para o cumprimento

das leis e penalizacGes de empresas.

-> Dicas para encontrar as pistas para o grupo:

1) Para encontrarem a proxima pista, vdo até o local onde a turma deveria depositar 0s
residuos sélidos que produzem (lixeira da sala de aula).

2) A proxima pista esta em um local destinado a uma das medidas que vocés citaram em sua
resposta (latas para separacao de lixo reciclavel).

3) Vao até o local da escola que tem uma posicao semelhante a do governo de um pais para
encontrarem a proxima pista (diretoria).

4) Procurem a préxima pista no local em que os funcionarios da escola colocam os residuos
solidos para serem coletados (lixeira disposta na rua para coleta do lixo).

5) O uso do chorume e do biogas pode gerar um “produto” indispensavel para a sociedade
moderna. Na escola este “produto” permite que saibamos quando as aulas comegam e
terminam (dispositivo para tocar o sinal entre as aulas).

6) Na escola também geramos muitos efluentes liquidos. Busquem a préxima pista onde a
maior parte destes efluentes é gerado (banheiro).

7) ApOs o tratamento, parte do esgoto volta aos rios e esta dgua pode ser coletada
novamente para nosso uso. Busquem a préxima pista em um local onde vocés obtém agua
na escola (bebedouro de agua).

8) Os 6rgdos fiscalizadores divulgam e executam as leis relacionadas ao descarte de
efluentes, assim como os professores o fazem na escola com o conhecimento. Onde
podemos encontra-los? (sala dos professores).

9) Procurem a ultima pista proximo ao local onde os principais acontecimentos escolares
sdo arquivados (secretaria).

10) Achem seu tesouro no local onde se relinem com seus colegas para assistir videos que
aumentam seu conhecimento e sua capacidade de deciséo e intervencdo (sala de multimidia

ou de video aulas).
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CONSIDERACOES FINAIS

No modo de vida atual, a demanda energética crescente é responsavel pelo
aumento na producdo de residuos do setor sucroalcooleiro, como a vinhaca. Neste
contexto, apresentamos nesta tese uma alternativa de uso para a vinhaca e maneiras de
divulgar a problematica dos residuos para a sociedade. Ambas medidas sdo importantes
para a sociedade. No primeiro caso, temos uma forma de reduzir um problema
ambiental com a remediacdo de um residuo, enquanto no segundo, estimulamos a
conscientizacdo ambiental de alunos, que passam a ser multiplicadores dos conceitos e
da necessidade preservacao ambiental.

Incrementamos, avaliamos e comparamos as viabilidades de dois processos de
tratamento da vinhaga, constatando que a centrifugacdo se mostrou mais praticavel do
que a adsorcdo do residuo por argila esmectita e carvdo ativado. A partir destes
resultados, tentamos melhorar o cultivo de microalgas em vinhaca centrifugada pela
selecdo, aclimatacdo e selecdoo artificial por re-isolamento de cepas. Foram
selecionadas oito espécies algais que apresentaram melhor desempenho no residuo
usado em concentracbes de vinhaca centrifugada que permitiram 0s crescimentos
6timos. A reducdo do crescimento algal com a aclimatacdo e o re-isolamento mostraram
ser necessario o uso de indculos livre de contaminantes para inicio dos cultivos em
vinhaca. Com indculos livres de contaminantes bioldgicos, concluiu-se que a
contaminacdo por fungos e bactérias ndo foi preponderante nas biomassas produzidas
em vinhaca, provavelmente em decorréncia das dilui¢des do residuo, necessarias para o
crescimento 6timo das microalgas. As cepas que geraram maior producdo de biomassa
seca, proteinas e carboidratos foram H. pluvialis, S. quadricauda e T. gracilis em 5% de
vinhaca centrifugada, indicando uso promissor para as usinas sucroalcooleiras. Além
disso, através de comparagdes entre fotossintese e taxas de crescimento, constatou-se
que a vinhaga estimulou o metabolismo mixotrofico em todas as microalgas analisadas,
que utilizaram as fontes inorganica e organica de carbono em diferentes proporgdes. Isto
sugere aplicacdes biotecnoldgicas variadas para as diferentes espécies.

Este trabalho aborda a questdo da vinhaca de maneira diferenciada do que
encontramos na literatura, possibilitando a comparacdo das condi¢es experimentais
adotadas para diversas microalgas e a selecdo de condi¢cbes mais produtivas de uso do

residuo. Ao mesmo tempo que propomos um uso sustentavel para um residuo altamente
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poluente, geramos dados de interesse industrial, que podem contribuir para a geracéo de
mais lucros as usinas sucroalcooleiras, aumentando as chances de o processo ser
efetivamente aplicado. Porém, para que a vinhaca possa ser aproveitada de maneira
viavel e concreta pelas usinas sucroalcooleiras, sdo necessarios mais estudos de
prospeccdo de espécies e de ampliacdo de escala de cultivo, a fim de aproximar o
conhecimento cientifico das condi¢des de aplicacdo reais nestas industrias.

Quanto a parte pedagdgica desenvolvida, ao avaliar as concepcbes dos alunos
sobre a tematica dos residuos, observamos maior conhecimento de temas como lixo e
reciclagem, ao passo que questdes envolvendo efluentes industriais, como a vinhaca,
fiscalizagdo ambiental e medidas mitigadoras sd&o menos conhecidas. Este
desconhecimento pode ser sugerido como um dos responsaveis pela reducdo da atuacédo
popular em questdes ambientais e prejudicaria o entendimento e a valorizacdo de
pesquisas relacionadas. Com base nestas percepcdes, planejamos, aplicamos e
avaliamos as atividades do curso ‘“Pensando o ambiente”, que abordaram diversos
aspectos do problema com metodologias variadas, em duas escolas da cidade. Desta
forma, pudemos contribuir para formar cidaddos mais engajados ambientalmente, com
atitudes e acOes mais conscientes. Espera-se ainda que as investigacdes de concepcoes e
as intervencdes propostas no curso possam servir como inspiracdo para professores e
educadores ambientais.

Seja buscando estratégias biotecnologicas para a vinhaca ou estimulando
adolescentes a serem mais engajados ambientalmente, este trabalho de doutorado
contribuiu para a mitigacdo de problemas ambientais gerados pela vinhaca, refletindo
em um processo de producdo do etanol mais sustentavel. Grupos de pesquisa que
busquem ampliar a escala de aplicacdo das condi¢bes de cultivos aqui selecionadas e
educadores que propaguem as propostas pedagogicas aqui desenvolvidas sdo de extrema
importancia para que a sociedade possa se beneficiar de nossos achados, contribuindo

para um meio ambiente mais saudavel e melhoria de nossa qualidade de vida.
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