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RESUMO

FLOR, J.M. Analise da comunidade de microalgas encontrada em lago acido de
mina de uranio (Caldas-MG): bioprospeccédo para avaliacdo de potencial
biotecnoldgico. 2022. 115f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2022.

Ambientes antropogénicos extremos, como aqueles encontrados em areas de
mineragao, séo locais interessantes para estudos de biodiversidade e bioprospeccao
de organismos capazes de se desenvolverem e sobreviverem em tais ambientes. A
primeira mina de extracdo de minério de uranio a ter sua jazida explorada no Brasil
estd localizada na regido do Planalto de Pocos de Caldas (Minas Gerais) e,
atualmente, as atividades de mineracdo ndo ocorrem mais no local. Ainda assim,
ocorre no local um grave problema ambiental: a drenagem acida de mina em amostras
de agua. Neste contexto, torna-se necessario garantir a protecado dos seres humanos
e do meio ambiente como um todo, dos efeitos das substancias radioativas em locais
sob influéncia de langamentos de efluentes radioativos. Uma alternativa para
monitorar tais ambientes é através da andlise da comunidade de microalgas em
amostras de agua existentes no local para fornecer informacdes sobre espécies com
potencial biotecnolégico em acdes de remediacdo. No presente estudo, foi realizada
uma analise e interpretacao de dados anteriormente levantados sobre a composicao
da comunidade de microalgas e também de cianobactérias em amostras de agua
encontrada na cava da mina de uranio da Unidade de Descomissionamento de Caldas
- UDC/INB (ponto CM) e na Represa das Antas (ponto 14), a jusante do lancamento
dos efluentes radioativos tratados provenientes da UDC/INB, e realizada a
comparacao de resultados obtidos nestes locais de amostragem com o objetivo de
identificar as espécies presentes e que desempenham papeis importantes na area
biotecnoldgica. Também foi realizada uma busca de patentes, com o intuito de avaliar
0 panorama de prospeccao tecnologica a respeito da aplicacdo de microalgas em
biorremediacdo, dando uma ideia do cenario das aplicacdes industriais que ja estao
em andamento atualmente. Como resultado, esperava-se encontrar uma diversidade
de microalgas bem menor em CM do que em P14. Entretanto, os resultados foram
bem semelhantes: em ambos os locais de amostragem, foi encontrada uma flora de
microalgas e cianobactérias taxonomicamente diversa, sendo representada por 25
taxons no ponto CM e 28 em P14, dominados pelas classes Bacillariophyceae e

Chlorophyceae. Além disso, para P14 foi registrado um grande numero de



representantes da classe Dinophyceae. De todos os organismos registrados no
presente estudo, muitos foram comuns para ambos os locais de amostragem, mas
alguns taxons foram registrados somente no ponto CM, ponto com baixo pH (3,8) e
elevadas concentracdes de metais, como Mn, U e Zn. Das microalgas que foram
registradas somente em CM, Chlamydomonas sp., Desmodesmus sp. e Botryococcus
sp. se destacam com relacdo a biotecnologia, pois em busca na literatura, foi
identificado que estas microalgas sdo muito usadas em processos biotecnoldgicos de
remediacdo ambiental, remocdo de contaminantes de aguas residuais, producdo de
biocombustiveis, pigmentos, medicamentos, entre outros, assim como Euglena sp.,
gue também foi registrada em P14. Nos ultimos 5 anos, tendo como base de consulta
apenas a plataforma WIPO, foram registradas 178 patentes utilizando microalgas em
processos de remediacdo, até o momento da pesquisa. Embora seja recente a
utilizacdo de microalgas com o objetivo de produzir compostos e/ou produtos de alto
valor, ja existem empresas consolidadas atualmente no mercado, mostrando ser este

um caminho bastante promissor e ambientalmente sustentavel.

Palavras-chave: Drenagem acida de mina. Biorremediacdo. Biotecnologia.
Microalgas. Prospeccao tecnoldgica.



ABSTRACT

FLOR, J.M. Analysis of the microalgae community found in acid lake of uranium
mine (Caldas-MG): bioprospecting for evaluation of biotechnological potential.
2022. 115f. Masters thesis (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2022.

Extreme anthropogenic environments, like those found in mining areas, are interesting
for biodiversity studies and bioprospection of living organisms capable of developing
and surviving in such environments. The first uranium mine that had its deposit
explored in Brazil is in the region of the Pocos de Caldas Plateau (Minas Gerais) and
currently, mining activities no longer take place there. Still, a serious environmental
problem occurs at the site: acid mine drainage in water samples. In this context, it is
necessary to guarantee the protection of human beings and the environment from the
effects of radioactive substances in places under the influence of releases of
radioactive effluents. An alternative to monitor such environments is through the
analysis of the microalgae community in existing water samples at the site to provide
information on species with biotechnological potential in remediation actions. In the
present study, an analysis and interpretation of previously collected data was carried
out on the composition of the microalgae community and also of cyanobacteria in
samples of water found in the uranium mine pit of the Caldas Decommissioning Unit -
UDCI/INB (point CM) and at Represa das Antas (point 14), downstream of the release
of treated radioactive effluents from the UDC/INB, and a comparison of the results
obtained at these sampling sites was carried out in order to identify the species present
and that play important roles in the area biotechnology. A patent search was also
carried out, with the aim of evaluating the technological prospecting scenario regarding
the application of microalgae in bioremediation, giving an idea of the scenario of
industrial applications that are currently in progress. As a result, it was expected to find
a much lower diversity of microalgae in CM than in P14. However, the results were
very similar: in both sampling sites, a taxonomically diverse flora of microalgae and
cyanobacteria was found, being represented by 25 taxa at the CM point and 28 at P14,
dominated by the classes Bacillariophyceae and Chlorophyceae. In addition, for P14
many representatives of the Dinophyceae class were recorded. Of all the organisms
recorded in the present study, many were common for both sampling sites, but some

taxa were recorded only at the CM site, a site with low pH (3.8) and high concentrations



of metals such as Mn, U and Zn. Of the microalgae that were registered only in CM,
Chlamydomonas sp., Desmodesmus sp. and Botryococcus sp. stand out in relation to
biotechnology, since in a search in the literature, it was identified that these microalgae
are widely used in biotechnological processes of environmental remediation, removal
of contaminants from water waste, production of biofuels, pigments, medicines, among
others, as well as Euglena sp., which was also recorded in P14. In the last 5 years,
based only on the WIPO platform, 178 patents were registered using microalgae in
remediation processes, until the moment of the research. Although the use of
microalgae with the aim of producing high-value compounds and/or products is recent,
there are already consolidated companies currently in the market, showing that this is

a very promising and environmentally sustainable path.

Keywords: Acid Mine Drainage. Bioremediation. Biotechnology. Microalgae.
Technological prospecting.
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1 INTRODUCAO

Na regido do Planalto de Pocos de Caldas, em Minas Gerais, esta localizada a
primeira mina de extracdo de minério de uranio a ter sua jazida explorada no Brasil.
Essa mina recebeu o nome de Mina Osamu Utsumi e teve suas jazidas exploradas no
periodo de 1982 a 1995, pela Unidade de Tratamento de Minérios das Industrias
Nucleares do Brasil — UTM/INB (CIPRIANI, 2002), atualmente denominada Unidade

de Descomissionamento de Caldas, UDC/INB.

Sabe-se que qualquer atividade de mineragdo tem o potencial de causar
impactos ambientais e, no caso da mineracao de uranio, existem também os impactos

radiolégicos somados aos impactos convencionais.

Na UDC/INB, as pilhas de rejeitos de minérios com teor de uranio abaixo de
200 mg/kg, chamados de bota-foras, sdo as principais fontes de contaminag¢do ao
ambiente, através da geracdo de drenagem &cida de mina que acarretam baixos
valores de pH e altas concentracdes de ferro, sulfato, uranio, manganés e zinco
(FRANKLIN, 2007).

Assim, mesmo com o encerramento das atividades de mineracdo na UDC, os
impactos ambientais continuam a existir. Em relagdo as minas de uranio, materiais
radioativos presentes nos locais em decorréncia da exploragdo e elevadas
concentracbes de metais sdo uma das principais preocupacfes (ANTUNES;
PEREIRA; GONCALVES, 2007a). Em vista disso, recentemente, as areas de
mineracdo e produgdo de concentrado de urénio tém sido consideradas como
exemplos de ambientes antropogénicos extremos no mundo: devido a ocorréncia de
toxicidade do metal uranio, bem como a elevada solubilidade e mobilidade de algumas
espécies quimicas de uranio no meio ambiente. Além disso, € comum efluentes de
minas de uranio apresentarem drenagem acida de mina (DAM), apresentando
concomitantemente elevadas concentracdes de metais dissolvidos e radioatividade
(BASELGA-CERVERA et al., 2020).

Esses ambientes antropogénicos extremos, como nos casos com DAM, séao
locais interessantes para estudos de biodiversidade, pois sdo ambientes que causam
estresse a maioria dos organismos, ja que apresentam baixos valores de pH e alta

solubilidade de metais, entre outros. Dessa forma, 0s organismos que Sao capazes
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de viver em ambientes com DAM séo geralmente chamados de acidofilicos ou acido-
tolerantes (VALENTE; GOMES, 2007). Dentre esses organismos, tém-se destacado
as microalgas e a investigacao destes organismos fotossintetizantes tolerantes vem
ganhando importancia no cenério atual de mudancas ambientais globais, podendo
contribuir com conhecimento basico de mecanismos adaptativos, biogeografia
funcional, cadeias alimentares, bem como de potencial biotecnolégico para
biorremediacao e tecnologias aplicadas (BASELGA-CERVERA et al., 2020).

Atualmente, a UDC/INB encontra-se em fase de fechamento e o Brasil ainda
nao dispde de tecnologia nem experiéncia sistematizada na remediacdo e
descomissionamento de minas e usinas de uranio. Dessa forma, 0s principais riscos
relacionados ao projeto de descomissionamento no local decorrem da insuficiéncia de
informacbes que possibilitem a realizacdo de um diagndstico que seja
adequadamente viavel. Para contornar este problema, sdo necessarios estudos
adicionais para avaliar a viabilidade das medidas adotadas para o
descomissionamento. Em geral, sdo levados em consideracdo estudos nas areas de
hidrologia, geoquimica, hidroquimica e radioprotecdo (INB, 2020), ndo sendo
considerados estudos biolégicos, como os de biorremediacdo ou biotratamentos.
Sendo assim, o desenvolvimento de estudos na area de biorremediacdo neste local
se tornam bastante promissores. A biorremediacdo esta relacionada com o uso de
organismos vivos para reduzir os poluentes ambientais a formas menos toxicas, e é
tida como um método alternativo para remocéo de ions de metais pesados de areas
poluidas. Existem varias técnicas de biorremediacdo, como biossorcao,
compostagem, biofiltros, bioacumulagéo, entre outras (SIDDIQUEE et al., 2015).

Ainda no que diz respeito as atividades de mineracdo de uranio, elas séo
conhecidas por terem potencial de liberar radionuclideos, além de outros metais
estaveis em corpos aquaticos situados prOXimos a essas areas, ocasionando
modificacdes nas caracteristicas quimicas e biolégicas do ambiente (ANTUNES et al.,
2007b). Isto pbde ser observado na pesquisa de Ronqui (2008), que analisou 0s
efeitos ambientais causados pelos efluentes tratados provenientes da UDC na
Represa das Antas, represa localizada ao entorno da UDC, e percebeu que foram
lancados efluentes fora dos padrdes especificados pela legislagédo vigente para agua
de Classe Il (CONAMA 357/2005). Isto se refletiu diretamente nos indices bioldgicos

do mesmo estudo, pois no ponto em que os efluentes foram lancados na Represa das



22

Antas, foram verificados os menores valores de densidade e biomassa de
protozoarios ciliados e da microalga dinoflagelada Peridinium sp. Sendo assim, esta
autora verificou que o lancamento destes efluentes neste ecossistema estaria levando

a possiveis efeitos ambientais desfavoraveis (RONQUI, 2008).

Um dos problemas ambientais de maior destaque no local é a ocorréncia da
drenagem &cida de mina - DAM. No caso da UDC, rejeitos de minério de baixo teor
de uranio nas pilhas de rejeitos de mineracao (“bota foras”) associados ao sulfeto de
ferro - a pirita (FeS2) -, em presengca de agua e oxigénio propiciam condi¢des
adequadas para a ocorréncia da DAM, levando a formacdo de efluentes acidos
radioativos. As aguas de surgéncia dos bota foras de niumero 4 e 8 sdo as principais
fontes de drenagem &cida. Essas aguas séo canalizadas para as bacias BNF e BIA e
depois, bombeadas para a unidade de tratamento com cal. O sobrenadante é
bombeado para as bacias D3 e D4 e depois, para descarte, por gravidade, na bacia
de Aguas Claras, onde esté localizada a Represa das Antas. O precipitado da unidade
de tratamento, contendo majoritariamente SO4, Fe, Ca e U, € bombeado para a cava

da mina (M. Nascimento, comunicacéo pessoal, 16 de fevereiro, 2022).

Acdes regulatérias e de inspecdo realizadas pela Comissdo Nacional de
Energia Nuclear - CNEN na UDC, tém apontado a existéncia de pontos criticos, 0s
quais incluem questdes relacionadas ao controle do lancamento de efluentes
radioativos tratados, que carregam consigo uma mistura de metais estaveis e

radioativos, principalmente em pontos de interface da UDC/INB com o0 meio ambiente.

Recentemente, documento publicado pela Agéncia Internacional de Energia
Atdmica - IAEA, 0 BSS GSR Part 3 (2014), aborda que a protecdo do ambiente contra
as radiacdes ionizantes deve incluir espécies ndo humanas, a fim de garantir a
protecdo dos bens e servicos ambientais. Nesse contexto, diferentes organizagdes
internacionais tém reconhecido a necessidade de garantir que tanto os seres humanos
quanto o meio ambiente em diferentes niveis de organizacdo, estejam
adequadamente protegidos dos efeitos das substancias radioativas em locais sob
influéncia de langamentos controlados e/ou previstos de efluentes radioativos em
instalagdes nucleares (ICRP-91, 2003; IAEA, 2006; OECD-NEA, 2007; ICRP-108,
2008; HINTON et.al., 2013).
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Estudos realizados na UDC mostraram que, mesmo no efluente tratado, foram
registradas elevadas concentracbes de uranio, aluminio, manganés, flior e zinco
(FERRARI et al., 2017). Rodgher et al. (2013) também encontraram concentracfes
elevadas de sulfato, manganés e flior no efluente tratado, no ponto em que é lancado
na Bacia de Aguas Claras e mostraram que este efluente é capaz de afetar a
qualidade da agua, indicando que os métodos de tratamento convencionais do

efluente precisam ser revistos.

Ferrari et al. (2015), ao analisarem amostras de efluente nédo tratado,
procedentes da cava da mina na UDC, notaram que estressores quimicos como pH
acido e altas concentragBes de contaminantes estaveis e radioativos, apresentaram
potencial para influenciar a composicdo da comunidade zooplanctonica, onde os
rotiferos apresentaram uma densidade maior do que os cladoceros. No trabalho
destes autores, foram registradas as espécies Keratella americana, K. cochlearis,
Bosmidopsis deitersi e Bosmina sp. pela primeira vez em ambiente impactado por
DAM, indicando suas capacidades em colonizarem ambientes extremos (FERRARI et
al., 2015).

Outro grupo de organismos capaz de tolerar concentracdes elevadas de uranio
sdo os fungos. No trabalho de Coelho (2019) foram identificadas cinco espécies
fungicas que se destacaram devido a alta resisténcia ao uranio encontrado na mina
Osamu Utsumi e, além disso, apresentaram um 6timo potencial para remocéo do
uranio em meio aquoso, sendo muito importantes como microrganismos potenciais
em acgdes de biorremediagdo (COELHO, 2019).

As microalgas também ganham destaque neste assunto. Pesquisadores em
todo o mundo tém se dedicado a estudar microalgas em corpos aquaticos acidos de
origem antropogénica e com a ocorréncia de DAM (KALIN et al., 2006; GARCIA-
BALBOA, et al.,, 2013; HERLORY et al., 2013; KUMAR et al.,, 2016; BASELGA-
CERVERA, et al., 2018; BASELGA-CERVERA, et al., 2020; GOMES et al., 2021). No
estudo de Kalin et al. (2006), foi demonstrado que, embora tenha ocorrido um declinio
no numero de taxons de microalgas ao longo de duas décadas estudando um
ambiente contaminado por mineracdo de uranio, a diversidade restante ainda foi
surpreendente apesar das condicbes quimicas extremas, indicando que esses
individuos sdo um componente essencial na abordagem da engenharia ecoldgica

sustentavel para restauracao de areas de gestéo de rejeitos de mineracgao.
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Apesar de ja terem sido realizados diversos estudos na UDC, nenhum deles
realizou analise da comunidade de microalgas com o proposito de levantar
informacdes acerca de espécies com potencial biotecnolégico em acgbes de
remediacdo. Isso é de suma importancia, visto que a DAM é um impacto de longo
periodo de duracdo, implicando na necessidade de medidas permanentes de
remediacao (FRANKLIN, 2007).

Neste contexto, torna-se relevante avaliar alternativa de remediacéo para locais
impactados pela DAM através do potencial de aplicacao biotecnoldgica de espécies
de microrganismos resistentes a drenagem acida de mina. Isso pode ser feito por meio
de biotratamentos, com a utilizacdo de organismos capazes de realizar biossorcéo,
como cianobactérias (MARQUES, 2006) e microalgas (FAVAS et al., 2019; KALIN et
al., 2005; SALAMA et al., 2019). Dentre as microalgas extremofilicas acidofilicas, que
podem ser isoladas facilmente de ambientes contaminados com DAM, podem-se
destacar os géneros: Chlamydomonas, Euglena, Klebsormidium, Ochromonas,
Pinnularia e Coccomyxa (MALAVASI, SORU, CAO, 2020).

Neste contexto, o presente estudo foi realizado a fim de fornecer informacdes
de bioprospeccdo com potencial biotecnolégico, acerca da composicdo da
comunidade de microalgas em ambiente antropogénico extremo, afetado por
drenagem &cida em area de mineracdo de uranio, e comparar com as espécies
encontradas em bacia hidrografica que recebe os efluentes tratados vindos desta

area.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mineracgao no Brasil

O Brasil é um pais com uma enorme riqueza mineral, tendo seus minérios
explorados desde o Brasil Colénia. Com o passar dos anos, foram criadas empresas
destinadas a exploracdo de toda essa riqgueza. Sendo assim, o setor de mineragao
ganhou for¢ca novamente a partir de 1930, com a¢bes do Poder Publico visando seu
fortalecimento (JUNIOR, 2018).

Embora a mineracdo contribua significativamente para a economia nacional,
levando ao superavit da balanca comercial do pais, ela apresenta riscos e impactos
socioambientais. Sao essas as duas visdes que prevalecem a respeito da mineracao
no pais. Segundo o Instituto Brasileiro de Mineracdo, o IBRAM, (2014) “embora
promova impactos na natureza, a mineracdo é uma das atividades produtivas mais
sustentaveis”.

Entretanto, muitas vezes as areas de exploracdo mineral sdo identificadas
como responsaveis por afetar negativamente a qualidade ambiental de onde estéo
inseridas (SILVA, 2019). Infelizmente, tém ocorrido com frequéncia acidentes em
areas de mineracao. No Brasil, o caso de Mariana em 2015 e Brumadinho em 2019,
ambos em Minas Gerais, repercutiram no cenario mundial e representam grandes
tragédias, com perdas de vidas humanas e enormes impactos ecolégicos e
socioeconémicos. Os impactos ambientais por contaminacdo de minérios podem estar
relacionados a presenca de compostos, como manganés, ferro, cobre, chumbo, que
causam efeitos toxicos em diversos grupos de organismos (COSTA, 2019).

No Brasil, as principais atividades de mineracdo que tém contribuido para a
liberacdo de rejeitos que podem levar a contaminagédo do solo e da 4gua por metais
pesados, sdo os de interesse comercial, como niquel, ouro e ferro (MUNIZ, 2006).

No municipio de Pocos de Caldas, além das empresas que realizam as
atividades de mineracdo atualmente, existe uma grande preocupacdo em relacao a
mina de uranio (Osamu Utsumi) inativa localizada na regido. Esta foi a primeira mina
de uranio a ser explorada no Brasil e € localizada nas dependéncias do Complexo
Unidade de Tratamento de Minérios das Industrias Nucleares do Brasil (UTM/INB),
denominado atualmente de Unidade de Descomissionamento de Caldas - UDC. As

atividades de mineracao no local tiveram inicio em 1982 e término em 1995. Porém,
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0o descomissionamento e 0 encerramento total das atividades nesta area séao
limitados, devido & geracéo da Drenagem Acida de Mina (DAM), considerada como
um dos principais impactos ambientais negativos, que provoca degradacdo da
qualidade de aguas superficiais e subterraneas, solos e sedimentos. Além de Caldas
e Pocos de Caldas (MG), outros municipios também sofrem com o problema da DAM
aqui no Brasil, como Serra do Navio (AP), Boquira (BA), Santo Amaro (BA) (ARAUJO,
2016). A drenagem &cida de mina geralmente ocorre devido a presenca de metais
contendo sulfetos, principalmente pirita, associados com matrizes de rochas, que ao
entrar em contato com agua e oxigénio, geram acido sulfurico. Este, por sua vez,
guando se dilui em agua, leva a solubilizacdo dos minerais, caracterizando um
efluente com alta acidez (FERRARI, 2010).

No que diz respeito a toxicidade de metais, incluindo o metal radioativo uréanio,
cabe ressaltar que a mesma pode variar de acordo com a espécie aquatica, devido as
caracteristicas intrinsecas de cada espécie e/ou aos genaotipos diferentes da mesma
espécie (BAIRD et al., 1991), bem como com as condi¢cdes ambientais relacionadas a
qualidade da &gua (exemplo: dureza, pH, alcalinidade, matéria organica dissolvida),
gue tendem a afetar grandemente a especiacdo quimica e assim, a biodisponibilidade
dos metais estaveis e radioativos no ambiente.

No cenéario atual, é muito importante a preservacao do ecossistema como um
todo, incluindo varidveis de qualidade quimica da agua e englobando os seres
humanos, os animais, as plantas, enfim, todas as formas de vida. Sendo assim, é de
extrema importancia a identificacdo de possiveis riscos ambientais e a adocdo de

medidas para mitigar estes impactos.

2.2 Unidade de Descomissionamento de Caldas — UDC

A mina de uranio Osamu Utsumi foi a primeira mina de uranio a ser explorada
no Brasil, com inicio de operacéo pela INB no ano de 1982. Na época, o local era
chamado de Complexo Minero-Industrial do Planalto de Pogos de Caldas (CIPC).
Devido & pouca demanda e custos elevados de producdo, de 1990 a 1992 as
atividades foram paralisadas, sendo retomadas em 1993. Em outubro de 1995, as
atividades foram definitivamente encerradas. Ao longo dos 13 anos de explora¢do nao
continua, foram geradas aproximadamente 1241 toneladas de uranio (MAJDALANI,

2001). A quantidade de uranio produzida correspondeu a apenas 22% da capacidade
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da Instalacdo, o que evidencia um projeto minero-industrial com problemas, como mal
conhecimento da mineralizacdo e jazidas em questdao (CIPRIANI, 2002). Por se
localizar em uma regido que ja apresenta elevada radioatividade natural, devido as
rochas vulcanicas e depositos de minerais de uranio, isso tem despertado o interesse
de pesquisadores de diversas areas (FERRARI, 2010).

Atualmente, o local é chamado de UDC/INB e esta localizado no Planalto de
Pocos de Caldas, o qual corresponde a uma das maiores intrusdes alcalinas do
mundo, e esta localizado a uma altitude média de 1300 metros. A regido é drenada
por duas principais bacias hidrograficas: a Bacia de Aguas Claras (que compreende o
Ribeirdo das Antas) e o Rio Verde, e ambas recebem efluentes da area de mineracéo
da UDC. O Ribeirdo das Antas é responsavel por drenar cerca de 70% do Planalto e
abastecer a principal represa da cidade de Pocos de Caldas, a Represa Bortolan, a
qual é utilizada pela populacdo para recreacéo, passeios de barco e pesca. Além
disso, as aguas deste Ribeirdo também sao utilizadas para irrigacdo de culturas. Ao
redor da instalacdo havia uma baixa densidade populacional e uma alta densidade de
fazendas (AMARAL, 1985; CIPRIANI, 2002).

O efluente tratado proveniente da UDC € lancado diretamente no Reservatorio
das Antas na mesma taxa tanto na estacdo seca quanto chuvosa, correspondendo a
um volume de 2,6 x 10%° m%ano. Este reservatério possui um fluxo de agua
unidirecional (FERRARI, 2017) e é tido como um ambiente oligotréfico (RODGHER,
2013). E um reservatorio com uma area de drenagem de 51 km2, comprimento
maximo de 3500 metros, média de 4 metros de profundidade, volume de 3,9 x 106 m3
e vazéo de 9,52 m3/s (INB, 1999 apud. FERRARI, 2017).

Na regido, o clima é caracterizado por dois periodos bem marcantes: intensa
pluviosidade e temperaturas brandas (de outubro a margo) e intensa estiagem e
temperaturas baixas (abril a setembro) (CIPRIANI, 2002). Em relacdo ao clima, a
regido € caracterizada, de acordo com o critério de KOppen, como Cwb, pertencendo
ao grupo A, caracteristico de climas tropicais e quentes, e ao grupo C, com condi¢cbes
mesotérmicas, marcando um verdo quente e chuvoso e um inverno seco e frio
(ZUQUETTE, 2009). A média anual de temperatura € em torno de 19°C e a
precipitacdo maxima € de 1700mm (FERNANDES, 1998).

Atualmente, o Complexo encontra-se em fase de descomissionamento.
Durante os anos do seu funcionamento, foram produzidos concentrados de uranio

suficientes para o suprimento de combustivel ao reator de Angra |. Além disso, por ter



28

sido o primeiro complexo de mineracéo de uranio explorado no Brasil, foi possivel que
a industria brasileira iniciasse a producdo de concentrado de uranio na forma de
diuranato de aménia, também conhecido como yellow cake, e o desenvolvimento da
tecnologia do ciclo do combustivel nuclear (FLORES, 2006).

Esta area destinada a mineracao do uranio era constituida por: cava da mina a
céu aberto, na qual eram extraidos os minérios; pilhas de material estéril; areas de
beneficiamento fisico e estocagem do minério; area de beneficiamento quimico do
minério e producdo do concentrado de uranio; bacia de rejeitos; depdsito de materiais
radioativos; area para tratamento de efluentes vindos da producao do concentrado de
uranio; area para tratamento de agua contaminada; estocagem de insumos; fabrica
de &cido sulfdrico e instalagbes administrativas (FLORES, 2006; NASCIMENTO,
1988).

Atualmente, as atividades de mineracdo ndo ocorrem no local ha bastante
tempo, estando em operacdo apenas a unidade de tratamento de efluentes cujo
processo sera descrito posteriormente com mais detalhes. Além disso, estdo em
andamento projetos de Descomissionamento e o Programa de Recuperagao
Ambiental de Areas Degradadas (PRAD). Atualmente, os principais riscos
relacionados ao projeto de descomissionamento decorrem da insuficiéncia de
informacBes que possibilitem a realizacdo de um estudo que seja adequadamente
viavel, e, para contornar este problema, sdo necessarios estudos adicionais que
possam avaliar a viabilidade das medidas adotadas para o descomissionamento. O
PRAD tem como objetivo a recuperacdo ambiental de toda a area que abrigava o
antigo complexo, sendo elas a cava da mina, instalacdes industriais, barragem de
rejeitos e as pilhas de rejeitos de mineragao de onde foi retirado o uranio (INB, 2020).

Além disso, o0s principais problemas enfrentados pela INB para o
descomissionamento da mina sdo as concentracdes elevadas de metais e
radionuclideos nas bacias de rejeitos, contaminacdo de fldor, uranio, manganés e
sulfato (SOUZA, SILVEIRA, PEREIRA, 2013).

A INB afirma que as atividades desenvolvidas em Caldas eram todas
regulamentadas por 6rgdos de controle ambiental. Sendo assim, ao emitirem as
licencas para as atividades operacionais no local, a CNEN e o IBAMA, estabeleceram
medidas também para o pos atividades operacionais. Dentre essas medidas estavam
que a INB deveria promover o descomissionamento das unidades ap0s 0 processo

produtivo, com o objetivo de desenvolver a area para outras finalidades. O plano de
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descomissionamento inclui: desmontagem e descontaminacdo de instalacdes e
equipamentos, segregacao e destinacao final de residuos e recuperacdo de areas
degradadas (INB, 2020).

Somente dez anos apos o fim das atividades de mineracdo de uranio em
Caldas, foram iniciados os projetos para a descontaminacdo de suas instalacdes e
terrenos (INB, 2020).

2.3 Areas de minerac&o de uranio desativadas

Por muito tempo, as preocupacdes acerca da toxicidade quimica e radiolégica
do uranio estavam concentradas no ponto de vista da sua ocorréncia natural e
relacionados com a saude humana, na qual tem o poder de causar Sérios prejuizos
guando inalado e/ou ingerido (BLEISE, 2003). Assim, pouca importancia era dada
gquanto a protecdo radiologica ambiental. Entretanto, recentemente diversas
organizacgdes internacionais passaram a reconhecer a importancia de se proteger
também o meio ambiente, em seus diferentes niveis de organizacdo, frente aos
impactos da radiacdo ionizante proveniente de instalagdes nucleares, através de
lancamentos controlados e/ou previstos de efluentes radioativos (ICRP-91, 2003;
IAEA, 2006; ICRP-108, 2008; OECD-NEA, 2007).

Assim, com 0 objetivo de atender aos interesses da protecdo radioldgica de
espécies nao humanas, sdo necessarios estudos visando determinar doses e taxas
de doses seguras de radiacdo ionizante e/ou concentracdes de radionuclideos para a
manutenc¢do da biota (ICRP-91, 2003).

O Uranio é um elemento de ocorréncia natural na crosta terrestre, estando
presente em rochas, solo, dguas superficiais e subterraneas, ar, animais e plantas.
Sendo assim, ocorre também em muitos alimentos e agua potavel, mesmo que em
guantidades vestigiais. Em sua forma natural, geralmente contém trés isétopos, 238U,
235 e 234U, todos radioativos, porém as propriedades radioativas diferem entre eles,
dependendo da sua meia-vida. Quanto maior a sua meia-vida, menor a atividade
especifica. Todos os is6topos naturais de uranio emitem particulas alfa, mas no seu
processo de decaimento, sdo emitidas também particulas beta e gama. Na natureza,
0 uranio esta em equilibrio secular com os seus filhos de decaimento. Popula¢des que
vivem proximas as minas de uranio desativadas sao expostas a radiacéo dos produtos

de decaimento do uranio, como por exemplo o Radonio (**°Rn), gas nobre que, pode
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facilmente se desprender de rochas e solos, e gera grande preocupacao mundial, visto
que é responsavel por causar o cancer de pulméo, que aparecera anos depois da
exposicdo. Embora exista esta grande preocupacdo com os riscos de toxicidade
radiologica da exposi¢do ao uranio, os riscos ecotoxicoldgicos sdo ainda maiores, pois
o uranio é soluvel em diversos ecossistemas (BLEISE, 2003; MKANDAWIRE, 2013).

Instalacdes destinadas a mineracdo de uranio, mesmo quando as atividades
de mineracao ja foram encerradas, ainda continuam gerando impactos ambientais no
local de mineracdo e fora dele, devido a exposicdo a altas concentracdes de
substancias radioativas e metais (LOZANO, 2000).

Na literatura, existem poucos estudos sobre o impacto dos efluentes tratados
de areas de mineracdo em ambientes aquaticos, mas é importante que os operadores
de minas estejam cientes de todos os potenciais riscos ambientais destas aguas
tratadas, pois ainda podem apresentar contaminantes residuais que podem estar em
concentracdes toxicas para muitos organismos. Entao, todos esses problemas devem
ser considerados durante o desenvolvimento de estratégias para tratamento e
descarte dos efluentes (HARFORD, 2015).

2.4 Drenagem Acida de Mina — DAM

Quando se trata de mineracdo, o principal problema ambiental que se
apresenta € a DAM. Na UDC, a DAM ocorre devido a oxidacdo natural do sulfeto
metalico pirita (FeS2) que, ao entrar em contato com H20 e Oz, forma H2SO4 e este
guando se dilui na 4gua, leva a solubilizacdo dos minerais existentes na rocha, o que
caracteriza um efluente com alta acidez e altos teores de ferro, sulfato e metais tragos
como manganés, zinco e uranio (FERRARI, 2010; FRANKLIN, 2007).

Abaixo, tem-se um esquema mostrando como ocorre a DAM (Figura 1).
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Figura 1 - Representacdo de como ocorre a DAM. Para que ocorra a DAM, é necessario que
haja infiltracdo de 4gua, juntamente com exposi¢cao das rochas de mineragdo ao oxigénio,
seguida de uma reacdo quimica entre a 4gua, o oxigénio e o sulfeto metélico presente nas
rochas, levando a formagé&o de acido sulfarico. Este, por sua vez, quando se dilui em agua,

solubiliza os metais ali existentes, caracterizando um efluente acido.

Fonte: Adaptado de Steve Thomas Post-gazette.

Como pode ser observado na figura acima, para que a DAM ocorra é
necessario que:
1- Pilhas de rochas da mineragéo sejam expostas ao oxigénio
2 - Ocorra a infiltracdo da agua, para que entre em contato com as rochas
3 - Ocorra a reagdo quimica entre a agua, o oxigénio e sulfeto metélico, formando
acido sulftrico
4 — O acido sulfurico se dilua na agua, dissolvendo os metais ali existentes
5 — Logo, os efluentes gerados séo acidos e contaminam o ambiente, trazendo riscos

a biota aquatica.

Na DAM temos a presenca de uma variedade de metais dissolvidos que, em
geral, podem apresentar inumeros efeitos téxicos agudos ou cronicos a muitos
organismos (SIMATE, NDVOLU, 2014).
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2.5 Tratamento da DAM

Em locais com a ocorréncia de DAM ocorre a producdo de 4guas acidas que
precisam ser tratadas antes de serem lancadas no corpo aquatico ao redor. Os
tratamentos convencionais mais utilizados sdo aqueles baseados na neutralizacéo da
DAM através da adicao de 0xido de calcio ou carbonato de célcio. Dessa forma, ocorre
uma elevacdo no pH e a precipitagdo dos metais. No caso da UDC, o tratamento é
feito da seguinte forma: as aguas acidas séo neutralizadas com hidréxido de calcio
para que o pH se eleve e o0s contaminantes sejam precipitados. Ap0s sua
neutralizacdo, as aguas sao enviadas para bacias de decantacéo e sao adicionados
floculantes, que vao aglutinar os solidos em suspensédo. Em seguida, o sobrenadante
— agua limpa isenta de U, Fe, Al e Mn - € liberado para o0 meio ambiente. Neste
processo de tratamento, sdo utilizadas quantidades bastante elevadas de cal para
elevar o pH, principalmente pelo fato de o Mn ser removido da agua somente em pH
acima de 10,5 (SILVA, 2016). Esse sistema tradicionalmente empregado para
remocao de Mn destas aguas &cidas, por meio de precipitacédo na forma de hidréxidos,
implica em um alto custo operacional e em adicdo de produtos quimicos que
apresentam toxicidade para a vida aquatica (BAROLLI et al., 2016).

Sendo assim, diante deste problema ambiental, autores tém se dedicado a
estudar formas alternativas para eficiente tratamento da DAM. Silva (2016) estudou
uma opcao de tratamento envolvendo a oxidacdo com ozénio, no qual foi possivel
observar que a adicdo continua de ozénio em meio onde existe Mn leva a formacéo
do ion soluvel permanganato e, devido ao elevado potencial eletroquimico de reducao
do ozénio, foi possivel a precipitacdo do Mn em solucdes &cidas, o que faz com que
NAao seja necessaria sua remocao através do consumo de grandes quantidades de cal
hidratada adicionada. Além do Mn, testes com o0z6nio também se mostraram
extremamente eficientes na remoc¢éo de Fe e Ce em até 99%. Com esse tratamento,
as concentracdes de Mn ficaram abaixo dos limites estabelecidos pelo CONAMA 430
e 357, que corresponde a 1,0 mg/L para o lancamento de efluentes.
Consequentemente, os tratamentos com o0z6nio se mostraram uma solucao
ambientalmente adequada e que pode se estender as outras minas que também
sofram com o impacto da DAM (SILVA, 2016). Esse tratamento com 0z6nio é feito da

seguinte forma:
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Figura 2 - Fluxograma mostrando como é feito o tratamento com ozénio nos efluentes da
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Fonte: Informacdes extraidas de ERENO (2013).

Barolli et al. (2016) também estudaram a aplicagdo de ozénio para o tratamento
da DAM na INB e viram que ele realmente é capaz de tratar de maneira eficaz a DAM
de aguas com pH baixo, concentracdes elevadas de Mn e Fe, e outros metais. Apos
tratamento com o0zonio, esses autores verificaram uma reducao na concentracao de
Mn de 20 — 89mg/L para abaixo de 1,0 mg/L. Atualmente, a UDC/INB esta dedicada
a realizar o descomissionamento da area, e desenvolve um projeto com o objetivo de
descontaminar as aguas superficiais provenientes da DAM e esse tratamento se faz
por meio da injecdo de ozbnio para oxidacdo de metais pesados. Apds oxidacao
desses metais, estes serdo retirados para serem aproveitados para outros fins
posteriormente.

Hoje na INB estdo em andamento projetos de Descomissionamento e o PRAD,

conforme ja foi falado anteriormente.

2.6 Efeitos da DAM nos seres vivos

Existem muitas pesquisas que documentam o impacto da DAM nos
ecossistemas, mas pouco se sabe sobre o impacto da DAM diretamente na saude
humana. O que se sabe € que, para que os humanos sejam afetados pela DAM,

primeiro eles precisam ser expostos aos contaminantes da DAM e isso pode
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acontecer através de uma exposicdo direta, como pessoas nadando em aguas
contaminadas ou pisando em solos, consumindo essas aguas contaminadas, ou por
meio de uma exposigao indireta através da acumulag¢éo de metais ao longo da cadeia
alimentar. O que se sabe é que muitos componentes e poluentes da DAM, como
arsénio, cianeto, mercurio, chumbo e uranio, sdo prejudiciais a saude humana
causando varias doencas (GARLAND, 2011).

Os metais existentes na DAM podem ter muitos efeitos na salde humana,
alguns retratados na tabela abaixo, segundo SIMATE, NDVOLU (2014).

Tabela 1 - Efeitos que alguns metais pesados desempenham na salde humana.

Metal pesado Efeitos na satde humana

Mn Danos no Sistema Nervoso Central — SNC, quando em
contato ou inalado
Cd Doencas pulmonares, aumento da pressdo sanguinea,

disfungdes renais

Hg Danos no sistema nervoso
Cu Danos nos rins e no figado, anemia
Pb Retardo mental em criancas, danos agudos ou crénicos no

sistema nervoso
Fonte: SIMATE, NDVOLU (2014)

Com relacdo a vida aquatica, os metais, mesmo em quantidades muito
pequenas, podem causar danos irreversiveis. Dentre 0s metais pesados que Sao
responsaveis por causar toxicidade aos organismos aquaticos, podemos citar cadmio,
cobre, chumbo e zinco, entre outros. No trabalho de Ferrari et al. (2017), os autores
verificaram, por meio de ensaios de toxicidade aguda com microcrustaceos, que os
efluentes tratados provenientes da UDC apresentaram elevadas concentracdes de U,
Mn, Al, Zn e fluoreto, caracterizando este efluente como toxico a estes organismos.

Além disso, os organismos aquaticos podem absorver os contaminantes
diretamente da agua ou por meio da cadeia alimentar também. Dentre os efeitos
toxicos neste grupo de organismos, podemos citar reducdo na taxa de crescimento,
desenvolvimento de anomalias, imobilidade e até mesmo efeitos letais
(KHAYATZADEH, ABBASI, 2010). Ainda, em meio agquoso, 0s metais pesados podem

estimular a formacao de espécies reativas de oxigénio, que podem causar danos aos
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peixes e outras espécies aquaticas (JIWAN, KALAMDHAD, 2011). No que diz respeito
a cadeia alimentar, o consumo de peixes com altos niveis de metais, como por
exemplo, Hg, pode trazer riscos a saude humana (JIWAN, KALAMDHAD, 2011).

Quanto as plantas, assim como todos 0s outros organismos, alguns ions
metalicos sdo essenciais como micronutrientes para o crescimento, como Co, Cu, Fe,
Mn, Mo, Ni e Zn (JIWAN, KALAMDHAD, 2011) porém em concentracdo acima da
considerada necesséria trazem danos, como por exemplo, efeitos em processos
fisioldgicos, no qual metais como Cd, Ni e Cu podem afetar as fun¢des fotossintéticas
das plantas (SHARMA, AGRAWAL, 2004).

Para ilustrar, os efeitos da DAM estdo esquematizados no fluxograma abaixo,

representado na figura 3, segundo Bray (2007).

Figura 3 - Fluxograma com as caracteristicas quimicas e fisicas da DAM, bem como seus

efeitos bioldgicos e no ecossistema.
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2.7 Biorremediacdo de ambientes contaminados com uranio e metais pesados

Os procedimentos comumente usados para remocéo de metais de ambientes
aquosos normalmente incluem precipitacdo quimica, osmose reversa, troca idnica,
ultrafiltracado, eletrodialise e fitorremediacdo (AHALYA et al.,2003). A tabela 2 explica

resumidamente cada um destes métodos.

Tabela 2 - Métodos comumente usados na remogéo de metais pesados.
METODO FUNCIONAMENTO
OSMOSE REVERSA Os metais sdo separados por uma membrana

semi-permeével devido a aplicacdo de uma
pressdo mais elevada do que a pressdo
osmotica causada pelos sdlidos dissolvidos na
agua.

ELETRODIALISE Acontece devido a um processo de separacao
eletroquimica dos ions dos metais pesados
atraves do uso de membranas de troca ibnica
seletivas.

ULTRAFILTRACAO Os solidos passam através de uma membrana
semipermeavel acionadas por pressao, sao
capturados e descartados.

TROCA IONICA fons metalicos de solucdes sdo trocados com
ions mantidos por forcas eletrostaticas em
uma resina de troca.

PRECIPITACAO QUIMICA  Precipitacdo dos metais através da adicéo de
coagulantes como cal, sais de ferro, entre
outros.

FITORREMEDIACAO Uso de plantas para remediacdo de solos,
sedimentos e aguas contaminadas com

metais.

Fonte: AHALYA et al., 2003.

Entretanto, todos estes metodos apresentam inumeras desvantagens, como

alto custo, alta necessidade de reagentes e energia, remog¢éo incompleta do metal,
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geracdo de lodo téxico que também irdo necessitar de tratamento, entre outros
(AHALYA et al., 2003).

Além do que ja foi dito anteriormente de que as técnicas convencionais de
descontaminacao de areas afetadas por uranio e outros metais sdo caras, elas ainda
sdo, muitas vezes, ineficientes, principalmente quando as concentracfes dos metais
estdo abaixo de 100 mg/L. No caso de espécies quimicas radioativas € comum
ocorrerem baixas concentragfes quimicas do elemento de interesse, mas que
apresentem elevadas concentracdes de atividades de radiacdo. Para solucionar este
desafio, 0 emprego de microrganismos como algas, fungos e bactérias pode vir a ser
a melhor opcéo, visto que estes organismos possuem propriedades celulares que 0s
tornam capazes de interagir com estes metais pesados, mesmo quando estdo em
baixas concentracdes. Além disso, processos diferentes podem ser usados de acordo
com cada tipo de contaminacéo, da area contaminada e também do microrganismo
gue sera empregado. Sendo assim, o principal objetivo da biorremediacéo para a area
da biotecnologia ambiental é desenvolver rotas tecnoldgicas viaveis e de poucos
impactos ambientais, que solucionem um determinado problema ambiental (LEMOS
et.al., 2008).

Com relacdo a ambientes contaminados com uranio, o principal objetivo da
biorremediacao é fazer com que ele se torne menos propenso a mover-se com aguas
subterraneas, de modo a evitar a contaminacéo dos ambientes no entorno (MADIGAN
et al., 2018).

Existem varias alternativas para remediar ambientes contaminados com uranio,
sendo 0s métodos passivos e in situ 0s mais econdmicos e menos prejudiciais ao meio
ambiente (FAVAS et al., 2019).

2.8 Aplicacéo de microalgas em processos de biorremediacéo

E comum o uso de microalgas como bioindicadores de qualidade ambiental em
areas afetadas por mineracdo de uranio, além também de serem muito Uteis em
processos de remediacdo, como sera mostrado mais adiante neste trabalho. Os
ensaios com algas sao ecologicamente significativos, pois sendo produtores
primarios, estes organismos desempenham um papel muito importante nas cadeias

alimentares aquaticas.
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Garcia-Balboa (2013) analisou aguas residuais com baixos valores de pH, altas
concentracdes de uranio e outros metais provenientes de antiga area de mineragao
de Uranio em Salamanca (Espanha), utilizando duas espécies de microalgas nos
testes de toxicidade, Chlamydomonas reinhardtii e Dictyosphaerium chlorelloides.
Como era esperado, as aguas residuais foram extremamente toxicas para as espécies
de microalgas em questédo, inibindo 100% seus crescimentos e matando as células
em apenas algumas horas de exposi¢cdo. Porém, ao analisarem a comunidade de
microalgas da area, verificaram que existiam algumas espécies capazes de viver
nestas aguas residuais, indicando que provavelmente estas espécies passaram por
algum processo de adaptacdo ao longo da sua evolugdo. Entdo, em um outro
experimento, os mesmos autores incubaram adicionalmente as algas C. reinhardtii e
D. chlorelloides por algumas semanas com a agua residual e puderam notar que a
densidade celular de algumas culturas aumentou novamente, devido ao aparecimento
e crescimento de células resistentes ao efeito toxico das aguas residuais de
mineracao de uranio. Concluiram entdo, que espécies de Chlorophyta tem se tornado
extremamente capazes de se adaptarem rapidamente as aguas residuais vindas de
mineracao de uranio.

Outro estudo realizado em efluentes tratados de mineracao de U foi feito por
Herlory et al. (2013) em uma regido da Franca, com o objetivo de verificar o potencial
de bioindicacdo de diatomaceas para avaliar a qualidade das dguas nas quais estes
efluentes eram depositados. Como resultado, observaram mudangas na composicao
da comunidade de diatomaceas induzidas pelo lancamento de efluentes, onde
identificaram espécies que foram sensiveis a este efluente e espécies que foram
capazes de tolerar essas alteracbes ambientais. Este estudo mostra que as
microalgas também podem ser utilizadas como uma ferramenta eficiente para
biomonitoramento de ambientes afetados por uranio.

Além dessas questdes de adaptacdo das microalgas a ambientes contendo
uranio, elas também s&o importantissimas nas questdes de biorremediacao.
Atualmente, o emprego de algas para remocao, biotransformacéo ou tratamento de
poluentes e/ou 4guas contaminadas € chamado de ficorremediacdo. Este é um
método eficiente, de baixo custo e menos prejudicial ao ambiente do que a maioria
dos métodos convencionais empregados (FAVAS et al., 2019).

Existem cerca de 50.000 espécies descritas de microalgas, e sua divisdo é

geralmente baseada nos pigmentos resultantes do seu metabolismo e na constituicao
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das suas paredes celulares, sendo através da estrutura celular a classificacdo mais
comum (Ahmad et al., 2022). Na figura 4, estédo representados os filos das microalgas

com as principais classes pertencentes a cada filo.

Figura 4 - Classificacdo das microalgas nos seis filos: Dinophyta, Phaeophyta,
Euglenophyta, Rodophyta, Bacillariophyta e Chlorophyta. Proximo de cada filo, estdo

representadas também suas principais classes.
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Fonte: Adaptado de Ahmad et al., 2022.

As microalgas também compdem o fitoplancton em ambientes aquaticos e séo
a base de muitas cadeias alimentares, desempenhando importantes papeis nos
ecossistemas (WIPO, 2016).

Entre os microrganismos, as microalgas sdo de grande interesse para a
engenharia ecoldgica devido a sua capacidade de remover metais, urénio e outros
radionuclideos de efluentes de mineracdo de uranio e aguas residuais. Ou seja,
possuem potencial biotecnoldgico, principalmente através da biorremediacdo de
ambientes contaminados, além de serem uma alternativa sustentavel (FAVAS et al.,
2019; KALIN et al, 2005; SALAMA et al., 2019).

Um numero muito grande de microalgas é tolerante a varios metais e 0 uranio
pode ser associado a elas por adsor¢cdo as superficies das células, adsorcdo a

polissacarideos extracelulares, absorcdo em células e incorporacdo em vacuolos,
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incorporacgao em aragonita — CaCOs, estruturas associadas a algumas algas marinhas
e de agua doce, e precipitacdo na superficie celular ou internamente (KALIN et al.,
2005).

Muitas microalgas sao Uteis na remocao de metais por meio de dois processos:
biossorcdo e bioacumulacéo. A biossorcédo é um processo fisico-quimico no qual um
material bioldégico concentra passivamente e liga a sua estrutura celular com o
contaminante, que muitas vezes sdo 0s metais, com o objetivo de remové-los da
solugdo aquosa. Biomassas de microrganismos como bactérias, fungos, algas e
leveduras, sdo capazes de atuarem como biossorventes, acumulando metais de forma
eficiente. Esse processo de biossor¢cdo pode envolver os seguintes mecanismos:
transporte através da membrana celular, complexacédo, troca ibnica, precipitacao e
adsorcdo fisica (JAVANBAKHT, ALAVI, ZILOUEI, 2014). As microalgas sao
comumente usadas para estes processos devido a sua boa relacdo custo-beneficio e
alta capacidade e eficiéncia da adsorcao de metais (UBANDO et al., 2021).

Logo, as microalgas realizam a remog¢&o de metais de duas maneiras, como
pode ser visto na figura 5: a primeira, € uma rapida adsorcao extracelular passiva, a
biossorcdo, e a segunda é uma difusdo intracelular lenta, gerando um acumulo, a
bioacumulacdo. A parede celular das microalgas € composta principalmente por
polissacarideos (celulose e alginato), lipideos e proteinas orgéanicas, 0s quais
fornecem diversos grupos funcionais, como hidroxila, carboxila, amino, éter, entre
outros, que sao capazes de se ligar aos metais pesados. Enquanto a adsor¢éo ocorre
de forma répida, através de ligacdes covalentes ou trocas idnicas, por exemplo, a
bioacumulacao € lenta, pois 0s metais pesados passam por transporte ativo pela
membrana celular até chegarem no citoplasma e se ligarem com sitios de ligacédo de
proteinas e peptideos, transportadores de metal, agentes redutores de estresse
oxidativo e fitoquelatinas (LEONG; CHANG, 2020).
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Figura 5 - Esquema mostrando a utilizacdo de microalgas para remediacdo de ambientes

contaminados com metais pesados.
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Fonte: Adaptado de Salama et al., 2019.

3 OBJETIVOS

- Apresentar e analisar dados de estudos anteriores sobre caracterizacdo da
composi¢cdo da comunidade de microalgas em amostras de efluentes do ponto da
cava da mina na UDC/INB e amostras de agua no ponto 14 na Bacia de Aguas Claras
— Represa das Antas, a jusante do ponto de lancamento do efluente tratado

proveniente da INB;

- Discutir a influéncia de variaveis fisico-quimicas na composi¢do da comunidade de

microalgas;

- Avaliar, com base na literatura, o potencial de aplicacao biotecnoldgica de espécies
encontradas na comunidade de microalgas presentes em efluentes da UDC/INB, com
foco em remediacdo de ambientes impactados por mineracéo de uréanio e drenagem

acida de mina.

- Analisar as patentes depositadas no periodo de 2017 — junho 2022 referentes ao uso

de microalgas na biorremediagédo de aguas contaminadas.
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- Mostrar o panorama, atualmente, das aplicac6es industriais das microalgas.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Plano geral do trabalho

Este trabalho possui a caracteristica de ser uma pesquisa documental,
realizada através da analise e interpretacdo de dados referentes a composicdo da
comunidade de microalgas encontrada em amostras de efluentes radioativos dentro
da UDC/INB, bem como em amostras de agua em um ponto no ambiente, na Represa
das Antas.

Essas amostras foram coletadas por pesquisadores do Setor de Radioecologia
do LAPOC/CNEN e a identificacdo de géneros e/ou espécies de microalgas foi
realizada por especialista no assunto. No entanto, estes dados nunca foram
interpretados nem publicados em revistas cientificas indexadas e se encontram
armazenados no banco de dados do Setor.

Sendo assim, essa dissertacdo tera como foco a andlise destes dados
primarios coletados por outros pesquisadores, com 0 objetivo de interpreta-los,
gerando resultados para divulgacdo e conhecimento cientifico.

Os dados foram obtidos de documentos oficiais pertencentes ao Laboratorio de
Radioecologia do LAPOC/CNEN, incluindo relatérios internos (AZEVEDO et al., 2010)

e a pesquisa documental foi estruturada em trés fases, sendo elas:

1 — Fase Pré-Analitica: foi identificado o problema de pesquisa e foram levantados
0S questionamentos que nortearam o desenvolvimento do trabalho, como: sera que
houveram diferencas nos principais grupos de microalgas presentes nos dois locais
analisados? Quais espécies foram encontradas somente no ponto mais impactado?
Por que algumas espécies sobrevivem em condi¢cdes extremas e outras nao? Como
esses organismos se adaptaram a estes ambientes? Como esses organismos sao

Uteis e importantes para a Biotecnologia?

2 — Fase de exploragdo do material: consulta do material de apoio contendo todas

as informacdes referentes as coletas, identificacées dos organismos, bem como suas



43

classificacdes. Esse material corresponde a um Relatorio Interno escrito por Azevedo
et al. (2010).

3 — Fase de tratamento dos dados: foi feito um tratamento cientifico-analitico dos
dados referentes as microalgas, através de uma leitura atenta e por meio de buscas
na literatura para a elaboracéo de inferéncias e comparacdes com dados de outros
autores para que, dessa forma, fosse possivel interpretar estes dados e extrair

conclusdes.

O fluxograma abaixo (figura 6) ilustra de forma resumida as etapas utilizadas

na pesquisa documental em questao.

Figura 6 - Fluxograma retratando as etapas da pesquisa realizada neste trabalho.
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Fonte: Autora (2022)

4.2 Pontos escolhidos para tratamento dos dados

Para a interpretacdo dos dados, foram escolhidos dois locais interessantes sob
0 ponto de vista biolégico: um ponto dentro da UDC/INB e outro ponto na Bacia de

Aguas Claras — na Represa das Antas.
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Na area da UDC/INB foi escolhido o ponto correspondente a cava da mina,
ponto CM, que corresponde ao efluente in natura com ocorréncia da DAM, cujas
coordenadas geograficas sao: 21°56'46,0”S 46°30°06,7"W. Na Represa das Antas foi
escolhido o ponto 14, a jusante do ponto que recebe os efluentes tratados da
UDCI/INB, de localizagao 21°57°43,1"S 46°31’44,8"W. Ambos os pontos estao
mostrados na figura 7.

Os dados interpretados neste trabalho foram referentes as amostragens
realizadas em quatro periodos distintos (outubro/08, janeiro/09, abril/09 e julho/09).

Figura 7 - Localizagédo dos pontos analisados no presente estudo.

Fonte: GoogleMaps.

De acordo com informacdes contidas no Relatorio de Atividades do Laboratério
de Radioecologia do LAPOC/CNEN escrito por Azevedo et al. (2010), as amostras de
agua foram coletadas a 0,5m de profundidade em ambos os pontos, com garrafa de
Van Dorn de 5L de capacidade e as microalgas foram coletadas atravées de uma rede
de coleta com abertura de 10 um, metodologia adequada para a coleta de fitoplancton.
Apés a coleta, as amostras foram conduzidas ao Laboratério para identificagdo. Para
identificacdo dos organismos em nivel de género e, quando possivel, até espécie, 0s
pesquisadores responsaveis por essa atividade utilizaram bibliografia especializada
(ANAGNOSTIDIS, K., 1988, 1989; KOMAREK, 1999) e para a contagem dos
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organismos, utilizaram o método de UTERMOHL (1958) através de microscopio
invertido (AZEVEDO et al., 2010).

4.3 Tratamento dos dados

Com relacdo aos dados referentes a comunidade de microalgas encontrada
nos locais descritos acima, bem como as cianobactérias, essas informagfes foram
consolidadas em gréficos e tabelas, com os organismos agrupados por classes
taxondmicas. Em seguida, foram verificadas as distribuicbes dos organismos por local
e periodo amostrado, além de uma identificacdo de quais organismos estavam
presentes com maior frequéncia nos periodos analisados e entéo, foi realizada busca
na literatura a respeito das suas principais caracteristicas e potenciais
biotecnoldgicos. Para isso, ndo foi utilizado nenhum software especifico, sendo a
analise e interpretacdo feitas somente de forma quantitativa através de graficos e
tabelas para discutir a influéncia das variaveis fisico-quimicas na composicdo da

comunidade de microalgas.

4.4 Identificacdo de espécies com potencial biotecnologico

Nesta etapa, foram identificados, com base na literatura, os principais grupos
de microalgas que possuem potencial biotecnoldgico, principalmente com foco em

biorremediacdo de ambientes contaminados.

4.5 Busca de patentes

Foi realizada uma busca de patentes na base de dados WIPO — World
Intellectual Property Organization, colocando-se o termo de busca “microalgae” e
analisando os resultados que apareceram no periodo de 2017 a 2022, escolhendo
para analise mais detalhada as patentes relacionadas com os assuntos abordados
neste trabalho, ou seja, patentes referentes ao uso de microalgas na biorremediagéo
de aguas contaminadas.

Os dados que foram analisados para escolha das patentes de interesse
corresponderam a: titulo, numero de publicacdo, CIP (Codigo Internacional de

Patentes), pais, setores de classificagcéo e requerentes.
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A analise destes dados também foi feita através de projecdes usando graficos
e tabelas produzidas no Excell, ndo sendo utilizado nenhum programa ou software
especifico.

Dessa forma, neste item a metodologia envolveu a extracdo, agrupamento e

formatacao dos dados.

4.6 AplicagOes industriais das microalgas

Por fim, foi feita uma breve busca das empresas que atualmente empregam

microalgas em seus processos visando o desenvolvimento de produtos de alto valor.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dados obtidos dos pontos CM e P14 quanto as variaveis fisico-quimicas

Conforme mencionado na metodologia deste trabalho, os dados foram obtidos
de documentos oficiais pertencentes ao Setor de Radioecologia do LAPOC/CNEN,
escritos por Azevedo et al. (2010). Entretanto, estes dados nunca haviam sido
analisados, tratados e interpretados até entao.

Assim, com base nos dados obtidos de Azevedo et al. (2010) e dados de
comunicacdo pessoal do LAPOC/CNEN, foi possivel analisar as variaveis fisico-
guimicas relacionadas ao ponto 14 e, com os dados contidos e publicados por Ferrari
et al. (2015), foi possivel visualizar algumas caracteristicas fisico-quimicas também
para amostras do ponto CM e discuti-las.
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Tabela 3 - Valores minimos e maximos das variaveis fisicas e quimicas registradas em

amostras da CM na UDC/INB e em P14 na Represa das Antas, obtidos de Azevedo et al.

(2010) e Ferrari et al. (2015), no periodo outubro/08, janeiro/09, abril/09 e julho/09. Potencial

hidrogenibnico (pH), condutividade elétrica (CE), temperatura (T), oxigénio dissolvido (OD),

fluoreto (F-), sulfato (SO4%), aluminio (Al), ferro total (Fe), manganés (Mn), Zinco (Zn), uranio

(V), torio (Th), fésforo total (P) e nitrogénio total (N).

Variaveis Ponto CM Ponto 14  CONAMA CONAMA Oficio
visualizadas 430 357 Classe CNEN
nos trabalhos Descarga 2 SLC/50
mencionados de efluente

acima
pH 36-41 6,1-6,9 5-9 6-9
CE (uS/cm) 1976 - 138,4 —
2760 563
T (°C) 17,1 - 16,8 — <40°C
24,9 26,5
Eh (mV) 413 - 133,1 -
556,7 292
OD (mg/L) 6,7-71 63-75 >5
F- (mg/L) 33,4 — <0,05 — 10 1,4
75,1 1,8
S04 (mg/L) 366,6 - 29,4 — 250
1832 203,1
Al (mg/L) 68,3 — -
106,5

Fe total 1,76 — 0,13 - 15

(mg/L) 10,8 1,09
Mn (mg/L) 71,5 - 0,71 1 0,10

143,0
Zn (mg/L) 10,8 — 0,01 5 0,18
19,9
U (mg/L) 0,1-42 0,006 - 0,02 0,02

<0,01
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Variaveis Ponto CM Ponto 14 CONAMA CONAMA Oficio

visualizadas 430 357 Classe = CNEN
nos trabalhos Descarga 2 SLC/50
mencionados de efluente
acima
Th (mg/L) 0,1-0,3 <0,01 - 0,02
<0,05
P total (ug/L) 5,6-1,8 - 50

N total (ug/L) 700 - 840 -
Fonte: Azevedo et al. (2010) e Ferrari et al. (2015).

De acordo com Ferrari et al. (2015), as amostras de agua da CM apresentaram
pH acido, com valores médios correspondendo a 3,8, condutividade elétrica com
valores médios em 2391 uS/cm e altos valores de Al, Mn e Zn. Rodgher et al. (2013)
ao analisarem amostras de agua também provenientes da UDC/INB, encontraram
valores semelhantes de pH, condutividade elétrica e altos valores de Zn, Mn, U,
fluoreto e sulfato.

Baselga-Cervera et al. (2020) encontraram valores semelhantes de pH (3,6) ao
analisarem amostras de um lago a céu aberto na mina de uranio Quinta do Bispo em
Portugal. Por outro lado, os valores de condutividade e concentracéo de uranio foram
muito superiores, sendo 6800 uS/cm e 1016 + 61 mg/L, respectivamente. Esses
autores acreditam gue o0s niveis altos de uranio, juntamente com a acidez, podem ser
considerados como os principais fatores que sdo capazes de moldar a comunidade
de microalgas de determinado local, 0 que néo foi visto com tanta clareza no presente
estudo, ja que os niveis ndo estavam tao elevados assim.

Comparando os resultados das andlises fisico-quimicas encontradas no
efluente in natura, quase todas as variaveis estavam acima dos limites estabelecidos
pelo CONAMA 430 (2011), que trata do lancamento de efluentes, como F-, Fetota, Mn,
Zn, SO4%, Th, U, entre outros, e o pH que estava abaixo do recomendado. Por isso,
este efluente acido que sai da CM deve, obrigatoriamente, passar por um processo
de tratamento antes de ser lancado no ambiente. Na UDC/INB, este efluente é tratado
com cal hidratada para que o pH se eleve de 3 para 10. Assim, com o auxilio de
floculantes, os metais estaveis e radioativos precipitam e decantam e, entdo, o
sobrenadante é descartado na Represa das Antas (FLORES, 2006).
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Estes efluentes acidos tratados provenientes da UDC/INB podem apresentar
baixas concentracbfes massicas de espécies radioativas, as quais, no entanto,
apresentam elevadas concentragfes de atividades (COSTA, 2003; FERRARI et al.,
2017), podendo influenciar na composicdo das espécies que tem a regido como
habitat natural.

O retrato deste efeito foi visto por Ferrari et al. (2017) que encontraram
toxicidade aguda para microcrustiaceos (dafinideos), mesmo apds o tratamento do
efluente, indicando que o processo utilizado para o tratamento quimico dos efluentes
radioativos procedentes da CM pela UDC/INB foi considerado inadequado e
ineficiente, pois de acordo com a Resolugdo CONAMA 430 (2011) “o efluente nao
deverd causar ou possuir potencial para causar efeitos tdxicos aos organismos
aquaticos no corpo receptor.”

O mesmo aconteceu no estudo de Herlory et al. (2013), ao analisarem o
impacto do lancamento de efluentes tratados vindos de mineracdo de uranio em
comunidades de diatomaceas (microalgas). Segundo estes autores, 0s agentes
quimicos utilizados para o tratamento do efluente, juntamente com os metais que sao
carregados com o proprio efluente, como U, Mn, Al e Ba, afetaram a comunidade de
diatomaceas. Para estes autores, a concentracdo de U (0,0169 = 0,004 mg/L)
apresentou grande influéncia na composi¢cdo da comunidade de diatomaceas. No
presente estudo, os dados obtidos em amostras de agua do ponto 14 mostraram
comparativamente concentracédo de U bem mais baixa (0,006 - <0,01 mg/L), estando
abaixo do valor estipulado (0,02 mg/L) pela Resolucdo CONAMA 357 Classe Il e Oficio
CNEN SLC/50.

Além do tratamento quimico convencional aplicado nestes efluentes, também
podem ser utilizadas técnicas de biotratamento, com a utilizagdo de organismos
capazes de realizarem a biossor¢cdo, como mostrado por Marques (2006) ao isolar e
caracterizar cianobactérias presentes em efluentes da UDC/INB. A autora tinha como
objetivo avaliar a capacidade de biossorcdo da linhagem de cianobactéria
predominante nos efluentes desta mina de uranio afetada por DAM em relacédo ao
radionuclideo ??°Ra. Para isso, utilizou biomassas secas de Aphanothece sp, e como
resultado, verificou que sua capacidade de adsorcdo do Ra?* foi dependente do pH:
valores de pH mais préximos do neutro ou levemente alcalinos contribuiram melhor

para a biossorgéo deste radionuclideo.
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No estudo de Coelho (2019), também foi possivel observar o emprego de outro
grupo de microrganismos com o intuito de remediacdo: os fungos. Em seu trabalho,
também estudando efluentes da mina Osamu Utsumi, o autor verificou que Penicillium
foi um género extremamente comum, encontrado tanto nas amostras de dgua quanto
nas amostras de solo e sedimento, revelando uma alta resisténcia destes organismos
ao uranio e um elevado potencial para biorremediacdo de ambientes contaminados
com uranio.

O uso das microalgas destinadas a este fim ser& discutido no proximo subitem
desta dissertacao.

Com relacdo ao ponto P14, foram interpretados os dados contidos em Azevedo
et al. (2010), mas somente referentes a um ponto isolado na Represa das Antas, o
P14, o qual esta localizado a jusante do ponto de langcamento dos efluentes tratados
vindos da UDC/INB. Nesta situacdo, todas as variaveis fisico-quimicas mostradas na
tabela 3 estdo em concordancia com os valores estipulados pelo CONAMA 357
(2005), exceto o manganés, o qual teve uma concentracdo média de 0,71 mg/L,
estando bem acima do valor méximo (0,10 mg/L). Da mesma forma, Rodgher et al.
(2013) encontraram valores médios de Mn (0,66 mg/L) e fluoreto (1,54 mg/L), também
para este mesmo ponto no Reservatorio das Antas, que estiveram préximas ou acima
dos limites estabelecidos pela Resolucdo CONAMA 357, que correspondem a 0,10
mg/L e 1,4 mg/L, respectivamente. Ainda de acordo com o estudo de Rodgher et al.
(2013), em um dos periodos de amostragem neste mesmo ponto, as concentracdes
de uranio estiveram no limite maximo permitido pelo CONAMA 357, correspondendo
a 0,02mg/L. Portanto, estes autores viram que os efluentes da UDC/INB lancados no
Reservatério das Antas, tém potencial de afetar a sua qualidade da agua.

Com relagcdo ao manganés, M. Nascimento (comunicacdo pessoal, 16 de
fevereiro, 2022) refere que sdo gastas quantias elevadas para tratar as altas
concentracdes deste metal presentes no local. De acordo com Ereno (2013), a INB
utiliza, todos os dias, um caminhdo com 25 toneladas de cal para realizar o tratamento
convencional, como ja foi falado anteriormente neste trabalho, implicando em um
gasto anual de R$ 2 milhdes.

Na UDC/INB ja ocorre um processo alternativo de tratamento, com aplicacéo
de ozbnio. A empresa Brasil Oz6nio, em parceria com a INB, BNDES, UNESC e

Fundacao Patria, instalou na mina da INB, trés unidades de geracéo de ozonio que
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sao capazes de oxidar os metais dissolvidos contidos na DAM, de forma a permitir o
seu descarte de maneira adequada (ERENO, 2013).

O estudo de Baroalli et al. (2016) mostrou que a aplicagdo do tratamento com
0z6nio na INB foi capaz de permitir uma reducdo na concentracdo de manganés
saindo de 20 — 89mg/L para abaixo de 1,0mg/L, limite estabelecido pelo CONAMA
430 (2011). Silva (2016) também mostrou que tratamentos com 0zonio se mostraram
uma solugdo ambientalmente adequada e que pode se estender as outras minas que
também sofram com o impacto da DAM.

Assim como Rodgher et al. (2013), Ferrari et al. (2017) encontraram algumas
variacfes sazonais para algumas variaveis fisico-quimicas medidas no Reservatorio
das Antas, como por exemplo o pH que apresentou valor médio significativamente
maior no periodo seco do que no periodo chuvoso. Por outro lado, 0 maior valor médio
de condutividade elétrica foi registrado no periodo chuvoso.

Alguns anos ap6és a coleta das amostras analisadas no presente estudo, Ferrari
et al. (2017) analisaram as variaveis fisico-quimicas no mesmo P14 em estacdes
chuvosa e seca durante 2014 e 2015 e os resultados mostraram que n&o ocorreram
grandes diferencas em relacdo aos valores encontrados anteriormente: novamente,
todas as concentracdes determinadas para 0 manganés estiveram acima do limite
contido na Resolu¢cdo CONAMA 357 (2005).

Os demais valores estiveram todos dentro dos limites estabelecidos pelas
legislacdes vigentes. Porém, vale ressaltar que a andlise de apenas um ponto ndo
pode ser utilizada como representativa de toda a Represa. Estudos mais
aprofundados e com mais pontos de amostragem na mesma Represa foram
realizados por Rodgher et al. (2013), que encontraram variagbes sazonais na
qualidade da &gua e contaminacdo por F, SO4> e Mn, devido a descarga dos
efluentes e por Ferrari et al. (2017), que também encontraram quantidades
significativas de U, Zn e Al na agua, além de todos os outros elementos ja citados.

Dados relacionados ao monitoramento das aguas situadas ao entorno da
regido da UDC mostraram que os niveis de U, Mn, Fe e Al estavam acima dos limites
estabelecidos pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA n° 357/05)
alterada pelas Resolugbes n° 393/2007, 397/2008, 410/2009 e 430/2011, resolugbes
gue dispdem sobre a classificacdo de corpos de agua e diretrizes ambientais para o
seu enquadramento, bem como dos padrbes de lancamento de efluentes (CNEN,
2012; LADEIRA, GONGCALVES, 2007).
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Sendo assim, os efluentes acidos tratados provenientes da UDC/INB tém o
potencial de deixar indicios de passivos ambientais no reservatério das Antas, o que

pode alterar e comprometer a biota aquética local.

5.2 Dados obtidos dos pontos CM e P14 quanto as variaveis biologicas

A analise da comunidade fitoplanctonica, representada pela comunidade de
microalgas, foi feita separadamente para os resultados obtidos em amostras de cada
um dos pontos e depois foi feita uma comparacgao entre os pontos.

O termo fitoplancton é utilizado para se referir a organismos microscépicos que
habitam os corpos d’agua, vivendo em suspensao, e sado constituidos principalmente
por microalgas como diatoméceas, cloroficeas, euglenoficeas, dinoficeas, crisoficeas
e cianobactérias (CETESB, 2019).

5.2.1 Cava da mina — ponto CM

A comunidade de microalgas do ponto CM foi representada por 21 taxons
pertencentes as Classes Chlorophyceae (6), Euglenophyceae (3), Bacillariophyceae
(8), Zygnematophyceae (2), Dinophyceae (1) e Cryptophyceae (1), e 4 taxons
pertencentes as cianobactérias, representadas pela classe Cyanophyceae, conforme
mostrado na figura 8 que consolida os gréficos representando todas as classes. E
importante dizer que, nesta parte, os organismos nao foram medidos por densidade
(ind.mLY) nem por quantos representantes de cada espécie foram registrados. Nesta
etapa, os organismos foram relacionados somente quanto a sua presenca
correspondendo a cada més analisado, sem considerar quantidades de individuos.

Como se pode observar na figura 8, 0 més que contou com a maior diversidade
de microalgas foi abril/09, sendo representado por mais taxons, seguido por
janeiro/09, outubro/08 e por ultimo julho/09.

Na regido estudada, o clima é caracterizado por dois periodos bem marcantes:
intensa pluviosidade e temperaturas brandas (de outubro a margo) e intensa estiagem
e temperaturas baixas (abril a setembro) (CIPRIANI, 2002).

Como pode ser observado nos graficos consolidados na figura 8, a classe

Cyanophyceae sO apareceu no més de janeiro/09, més com a maior temperatura
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registrada (24,9°C), dado também extraido de Azevedo et al. (2010). Cyanophyceae
€ a classe correspondente as cianobactérias ou algas azuis, microrganismos aerobios
fotoautotréficos e procariotos, assim como as bactérias, com capacidade de
crescimento em meios diversos e desempenhando fung¢des importantes como
produtores primarios (AZEVEDO, 1998). Acredita-se que as cianobactérias possuam
crescimento maximo acima de 25°C, sendo favorecidas por temperaturas mais
elevadas (SPERLING; JARDIM, 2009).



54

Figura 8 - Representacdo das classes de microalgas e cianobactérias registradas em CM.

CYANOPHYCEAE

m Células livres de Microcystis sp. m Microcystis sp.

CHLOROPHYCEAE

m Chlamydomonas sp. » Coelastrum reticulatum

Fonte: Dados obtidos de Azevedo et al. (2010). Elaboracéo:

Autora, 2022.

» Desmodesmus sp. Scenedesmus opoliensis
wLi thrix sp. h inii . .
Imnothnx sp Chroococcus minimus u Dictyosphaerium pulchellum = Botryococcus sp.
ouT/o8 JAN/O9 ABR/0D9 JuL/o9 QuT/08 JAN/OS ABR/09 JuL/os
BACILLARIOPHYCEAE
EUGLENOPHYCEAE
m Trachelomonas sp. m Trachelomonas volvocina = Eunotia sp. = Navicula spp.
- Euglena sp. = Pinnularia sp. Frag:lanarspp.
= Aulacoseira granulata ~ m Aulacoseira sp.
m Rhizosolenia sp. u Cyclotella sp.
ouT/08 JAN/D9 ABRI09 JuL/os ouTios JANID9 ABRIO9 JuLiee
ZYGNEMATOPHYCEAE DINOPHYCEAE
u Mougeotia sp. u Cylindrocystis sp. ® Peridinium sp.
ouT/o8 JAN/OS ABR/09 JUL/0® ouTi/oB JAN/OS ABR/09 JuL/Dg
CRYPTOPHYCEAE
u Cryptomonas sp.
ouT/08 JANIO9 ABRI09 JuLi09
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O favorecimento do crescimento das cianobactérias em temperaturas mais
elevadas pode ser visto no trabalho de Johnk et al. (2008), quando compararam a taxa
de crescimento de Microcystis com algas verdes e diatoméaceas, e observaram que
em temperaturas acima de 23°C, a cianobactéria Microcystis cresceu bem mais do
gue as outras algas, mostrando ser forte competidora em temperaturas elevadas. O
mesmo aconteceu com Wojciechowski (2013) ao analisar o0 crescimento da
cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii. A autora revelou que em temperatura
de 27°C houve taxa de crescimento maxima de 0,5 um/dia, enquanto que em
temperatura de 16°C a taxa de crescimento ndo ultrapassou 0,2 pm/dia. Isso pode
justificar, no presente estudo, o aparecimento das cianobactérias somente no més de
janeiro/09, visto que nos outros meses as temperaturas eram mais baixas, sendo
17,1°C a menor temperatura registrada, de acordo com Azevedo et al. (2010).

Embora o ponto CM seja correspondente ao efluente in natura, estando sob os
efeitos diretos da DAM, foi encontrada uma flora de microalgas taxonomicamente
diversa, sendo dominada pelas classes Bacillariophyceae, correspondendo a 32% de
todos os taxons registrados, e Chlorophyceae com 24% dos taxons, as quais, juntas,
representam mais da metade de todas as classes encontradas para este ponto, como
pode ser visto na figura 9.

Entretanto, embora estas classes tenham sido dominantes em registro de
taxons, Chlorophyceae s6 apareceu em abril/09. Por outro lado, as classes
Bacillariophyceae, Euglenophyceae e Cryptophyceae foram as que se destacaram
tendo representantes em quase todos os periodos amostrados, como pdde ser
observado na figura 8. Consequentemente, a estas classes pertencem os organismos
que foram registrados mais vezes nos periodos analisados, a saber: Cryptomonas sp,

Trachelomonas sp, Euglena sp, Eunotia sp e Navicula spp.
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Figura 9 - Classes de microalgas e cianobactérias, representadas em porcentagem,
registradas em relagéo ao nimero de taxons na CM durante o periodo analisado (out/08 a
jul/09).

Dinophyceae; 4% - Cryptophyceae;
4%

Zygnematophyce
ae; 8% Cyanophyceae;
16%
Chlorophyceae;
Bacillariophyceae 24%

; 32%

Euglenophyceae;
12%

Cyanophyceae Chlorophyceae Euglenophyceae
Bacillariophyceae Zygnematophyceae Dinophyceae
= Cryptophyceae

Fonte: Dados obtidos de Azevedo et al. (2010). Elaboracao: Autora, 2022.

Como ndo houve uma andlise quantitativa de abundancia dos géneros e/ou
espécies dentro de cada classe, por falta de dados, foi analisada somente a densidade

total medida por classe, como pode ser visto na tabela 4.

Tabela 4 - Valores de densidade dos individuos pertencentes a comunidade de microalgas e
cianobactérias representada por classes taxondmicas em amostras de agua provenientes da
CM nos diferentes meses.

CYA CHL EUG BAC ZYG DIN CRYP

Out/08 0 0 9 220 2 0 2
Jan/09 250 25 57 33 1 0 8
Abr/09 0 13 57 86 0 6 115
Jul/09 0 205 0 4 0 0 4
TOTAL 250 243 123 343 3 6 129

MEDIA 62 61 30 85 1 1 32

Unidade: ind.mL*; CYA: Cyanophyceae; CHL: Chlorophyceae; EUG: Euglenophyceae; BAC:
Bacillariophyceae; ZYG: Zygnematophyceae; DIN: Dinophyceae; CRYP: Cryptophyceae.
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Assim como englobou o maior registro de taxons em termos de porcentagem,
Bacillariophyceae também apresentou o maior valor de densidade total de individuos,
correspondendo a 343 ind.mL*. A Classe Cyanophyceae, embora tenha aparecido
somente no més de janeiro/09, apresentou uma densidade elevada de individuos, com

250 ind.mL"!, seguida pela classe Chlorophyceae com 243 ind.mL™.

O que chama atencdo € que no més de julho/09 foi identificado somente um
taxon que se destacou em densidade, ou seja, Botryococcus sp, apresentando
comparativamente, densidade elevada de 205 ind.mL. Como na regido estudada,
julho € um més seco, a falta de chuva pode ter deixado os metais menos diluidos, e
consequentemente afetado a composicdo do fitoplancton local. O fato de
Botryococcus ter se destacado € devido a sua capacidade de sobreviver em condi¢cfes
acidas e com elevadas concentracbes de metais, mesmo que suas taxas
fotossintéticas e de respiracao sejam afetadas (ARECO; HAUG; CURUTCHET, 2018).

5.2.2 Represa das Antas — Ponto 14

Para o P14, na Represa das Antas, a comunidade de microalgas e
cianobactérias foi representada por 28 taxons divididos em 8 classes: Cyanophyceae
(5), Chlorophyceae (9), Euglenophyceae (3), Bacillariophyceae (6),
Zygnematophyceae (1), Chrysophyceae (2), Dinophyceae (1) e Cryptophyceae (1). A
figura 10 retrata as classes e taxons encontrados ao longo do periodo do estudo.

Novamente, é importante dizer que, nesta parte, os organismos nado foram
medidos por densidade (ind.mLt) nem por quantos representantes de cada espécie
foram registrados. Nesta etapa, os organismos foram relacionados somente quanto a
sua presenca correspondendo a cada més analisado. Sendo assim, como se observa
na Figura 10, que consolida todos os gréaficos representando as classes de microalgas
gue apareceram nos periodos analisados, é possivel verificar gue o més no qual foram
registrados mais representantes foi outubro/08, més que corresponde ao inicio do
periodo chuvoso, seguido por janeiro/09, més também chuvoso na regido.

Enquanto para o ponto CM, o més de abril foi o més com maiores
representantes de géneros e/ou espécies, para o P14, abril foi 0 més com os menores

registros, tendo sido observados poucos taxons, de acordo com Azevedo et al. (2010).



58

A relacdo englobando o maior registro de microalgas encontradas no periodo
chuvoso também foi verificada por Zhang et al. (2020). Esses autores, ao estudarem
o fitoplancton encontrado em um dos lagos mais importantes da China, viram que a
maior diversidade foi encontrada na estacdo chuvosa, quando comparada com a
estacdo seca, e foram dominadas por Cyanophyta, seguido por Chlorophyta e
Bacillariophyta (ZHANG et al., 2020).

Extraindo-se os dados da figura 10, é possivel observar que os individuos
constantes registrados em P14 foram: Trachelomonas sp, Cryptomonas sp, Navicula

spp, Peridinium sp e Cyclotella sp.
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Figura 10 — Representacgéo das classes de microalgas e cianobactérias registradas em P14.

CYANOPHYCEAE CHLOROPHYCEAE
® Geillerinema unigranulatum  w Oscillatoria cf. splendida = Monoraphidium iregulare  w Oocystis sp.
w Pediastrum duplex var tetras - Scenedesmus opoliensis
= Células livres de Microcystis sp. = Microcystis sp. = Eutretamorus fotii u Monoraphidium circinale
m Sphareocystis sp. m Scenedesmus sp.
= Limnothrix sp. u Dictyosphaerium pulchellum
ouT/08 JAN/DS ABR/0OS JuL/o9 ouTios JANIDG ABRID9 JuLiog
EUGLENOPHYCEAE BACILLARIOPHYCEAE
= Trachelomonas sp. » Trachelomonas volvocina m Eunotia sp. u Gyrosigma sp.
= Euglena sp. » Navicula spp. Aulacoseira granulata
w Aulacoseira sp. w Cyclotella sp.
ouT/o8 JAN/D9 ABR/D9 JuL/o9 ouT/08 JAN/O9 ABR/09 JuL/o9
ZYGNEMATOPHYCEAE CHRYSOPHYCEAE

u Dinobryon bavaricum = Mallomonas sp.
m Closterium sp.

ouTIO8 JAN/OD ABRIOD JULI0S ouT/08 JAN/O9 ABR/09 JuL/og
DINOPHYCEAE CRYPTOPHYCEAE
= Peridinium sp. u Cryptomonas sp.
ouT/o8 JAN/OO ABR/08 JuL/ioe ouTIo8 JAN/D9 ABR/D9 JuL/og

Fonte: Dados obtidos de Azevedo et al. (2010). Elaboracdo: Autora, 2022.

Considerando os representantes de cada classe taxondmica, as classes que
mais contribuiram na composi¢ao total da comunidade do fitoplancton neste ponto da
Represa das Antas nos periodos analisados foram muito semelhantes as classes
predominantes no ponto CM, sendo elas Chlorophyceae com 32% e Bacillariophyceae
com 21%, como pode ser visto na figura 11.
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Figura 11 - Classes de microalgas e cianobactérias, representadas em porcentagem,

registradas em relacdo ao numero de taxons em P14 durante o periodo analisado.

Dinophyceae,

p Cryptophyceae;
Chryrs,ophyceae,4 % 4%
7%

Zygnematophyce >

ae: 4% Cyangl[érgceae,

Bacillariophycea
e; 21%
Chlorophyceae;

32%

Euglenophyceae
; 1%

Cyanophyceae Chlorophyceae Euglenophyceae Bacillariophyceae
Zygnematophyceae = Chrysophyceae = Dinophyceae u Cryptophyceae

Fonte: Dados obtidos de Azevedo et al. (2010). Elaboracao: Autora, 2022.

Embora a classe Chlorophyceae tenha sido dominante com relacdo a
porcentagem de representantes, a classe Dinophyceae se destacou com relacdo a
densidade de individuos, com valor de 1017 ind.mL™, seguida por Bacillariophyceae
com 317 ind.mL! e Euglenophyceae com 278 ind.mL'. A classe com menor
densidade total de individuos foi Zygnematophyceae com apenas 17 ind.mLt, como

pode ser visto na tabela 5.
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Tabela 5 - Valores de densidade dos individuos pertencentes a comunidade de microalgas e
cianobactérias representada por classes taxondmicas em amostras de agua provenientes de
P14 na Represa das Antas nos diferentes meses.

CYA CHL EUG BAC 2ZYG CHRY DIN CRYP

Out/08
Jan/09
Abr/09
Jul/09

TOTAL
MEDIA

5
107
30
2
144
36

8
96
0
5
109
27

50
124
30
74
278
69

34
242
0
41
317
79

10
0
0
7

17
4

10
0
0
9

19
5

33
34
932
18
1017
254

23
11
30
2
66
16

Unidade: ind.mL"1; CYA: Cyanophyceae; CHL: Chlorophyceae; EUG: Euglenophyceae; BAC:
Bacillariophyceae; ZYG: Zygnematophyceae; CHRY: Chrysophyceae; DIN: Dinophyceae; CRYP:

Cryptophyceae

Fonte: Dados obtidos de Azevedo et al. (2010). Elaboracao: Autora, 2022.

5.2.3 Comparagao entre os pontos CM e P14

Foi registrada ao longo do periodo do estudo, uma comunidade fitoplancténica

retratada por 25 representantes pertencentes a 7 classes no ponto CM e 28

representantes divididos em 8 classes para o ponto P14, como ja foi mostrado

anteriormente. A tabela 6 traz os individuos encontrados nos dois locais de

amostragem, separadas por classes taxonémicas.



Tabela 6 - Representantes de microalgas e cianobactérias pertencentes as classes
registradas no presente estudo.

Taxon CM P14
Cyanophyceae
Geitlerinema unigranulatum +
Oscillatoria cf. splendida +
Células livres de Microcystis sp. + +
Microcystis sp. + +
Limnothrix sp. + +
Chroococcus minimus +
Chlorophyceae
Monoraphidium irregulare +
Pediastrum duplex var tetras +
Scenedesmus opoliensis + +
Eutetramorus fotii +
Monoraphidium circinale +
Spaherocystis sp. +
Scenedesmus sp. +
Chlamydomonas sp. +
Coelastrum reticulatum +
Desmodesmus sp. +
Dictyosphaerium pulchellum + +
Oocystis sp. +
Botryococcus sp. +
Euglenophyceae
Trachelomonas sp. + +
Trachelomonas volvocina + +
Euglena sp. + +
Bacillariophyceae
Eunotia sp. + +
Gyrosigma sp. +
Navicula spp. + +

Pinnularia sp. +
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Taxon CM P14
Fragilaria spp. +
Aulacoseira granulata + +
Aulacoseira sp. + +
Rhizosolenia sp. +
Cyclotella sp. + +
Zygnematophyceae

Cylindrocystis sp.
Closterium sp.

Mougeotia sp.

Crysophyceae
Dinobryon bavaricum +
Mallomonas sp. +

Dinophyceae

Peridinium sp. + +
Cryptophyceae
Cryptomonas sp. + +

Fonte: Dados obtidos de Azevedo et al. (2010). Elaboragéo: Autora, 2022.

Como se observa pela tabela 6 acima, 15 representantes foram comuns aos
dois locais amostrados, sendo eles: Células livres de Microcystis sp., Microcystis sp.,
Limnothrix  sp., Scenedesmus opoliensis, Dictyosphaerium  pulchellum,
Trachelomonas sp., Trachelomonas volvocina, Euglena sp., Eunotia sp., Navicula
spp., Aulacoseira granulata, Aulacoseira sp., Cyclotella sp., Peridinium sp. e
Cryptomonas sp.

Do restante, 10 representantes apareceram somente em CM, sendo eles:
Chroococcus minimus, Coelastrum reticulatum, Desmodesmus sp., Botriococcus sp.,
Chlamydomonas sp., Pinnularia sp., Fragilaria spp., Rizosolenia sp., Cylindrocystis sp.
e Mougeotia sp.

Por fim, 13 representantes foram exclusivos de P14, sendo eles: Geitlerinema
unigranulatum, Oscillatoria cf. splendida, Monoraphidium irregulare, Pediastrum
duplex var tetras, Eutetramorus fottii, Monoraphidium circinale, Sphareocystis sp.,
Scenedesmus sp., Oocystis sp., Gyrosigma sp., Closterium sp., Dinobryon bavaricum

e Mallomonas sp.
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Os resultados apresentados neste estudo mostraram que, para as amostras de
efluente ndo tratado provenientes da cava da mina na UDC/INB, afetadas pela DAM,
com pH &cido e elevadas concentracdes de contaminantes estaveis e radioativos
(FERRARI et. al., 2015), foi encontrada uma biodiversidade de microalgas constituida
por 25 representantes, nimero muito maior do que o encontrado por Baselga-Cervera
et.al. (2020) ao analisarem amostras de um lago a céu aberto na mina de uranio
Quinta do Bispo em Portugal, onde foram registradas apenas 5 espécies. Embora os
valores de uranio (1016 + 61 mg/L) e zinco (1,68 mg/L) registrados por estes autores
tenham sido menores do que valores analisados no presente trabalho, com valores
de uranio entre 0,1 — 4,2 mg/L e zinco entre 10,8 — 19,9 mg/L , estes autores sugerem
gue uranio, acidez, cobre e zinco podem ser considerados os principais fatores que
influenciaram e moldaram a comunidade fitoplanctonica no local, marcada
principalmente por Chlorophyta (Chlorella sp., Oocystis sp. e Schroederia sp.) e
Baccilariophyceae (Navicula sp. e Nitzshia sp.). No presente estudo, mesmo com
essas variaveis mais altas, a biodiversidade de microalgas foi maior, o que pode estar
relacionado a uma possivel adaptacao a longo prazo destes organismos ao ambiente

extremo aqui analisado.

Ao analisarmos as densidades totais, por classe, dos individuos encontrados

nos dois locais amostrados, temos:
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Figura 12: Densidade total (ind.mL) de individuos pertencentes a diferentes classes
encontradas em amostras de agua dos pontos CM e P14 durante o periodo estudado.

Densidade total (ind.mL-') em CM e P14

CYA CHL EUG BAC ZYG CHRY DIN CRYP
Classes dos organismos registrados

10000

1000

10

o

1

o

Densidade de individuos.mL"

—_

uaCM mP14

Unidade: ind.mL; CYA: Cyanophyceae; CHL: Chlorophyceae; EUG: Euglenophyceae; BAC:
Bacillariophyceae; ZYG: Zygnematophyceae; CHRY: Chrysophyceae; DIN: Dinophyceae; CRYP:
Cryptophyceae.

Fonte: Dados obtidos de Azevedo et al. (2010). Elaboragdo: Autora, 2022.

Como pode ser observado pelo grafico acima, em relagédo a densidade total dos
organismos ao longo do periodo de estudo, a classe Bacillariophyceae apresentou
predominancia muito semelhante para ambos o0s pontos. Ja Cyanophycea e
Chlorophyceae apresentaram densidades maiores em CM, enquanto que em P14 a
classe Dinophyceae foi a que mais se destacou.

Por outro lado, as classes Zygnematophyceae a Chrysophyceae apresentaram
densidades pequenas para ambos os pontos.

5.2.3 Organismos encontrados somente em CM

Alguns géneros foram registrados somente em CM: é o caso de Chroococcus
minimus  (Cyanophyceae), Chlamydomonas sp., Coelastrum reticulatum,
Desmodesmus sp., Botryococcus sp. (Chlorophyceae), Pinnularia sp., Fragilaria sp.,
Rhizosolenia sp. (Bacillariophyceae), Cylindrocystis sp. e Mougeotia sp.
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(Zygnematophyceae), mostrando que mesmo sob os efeitos toxicos do efluente in
natura, foram encontrados representantes diversos e de diferentes classes
taxondmicas, revelando uma 6tima capacidade destes organismos de sobreviverem
em condi¢cdes adversas relacionadas a condi¢cdes acidas e presenca de metais

estaveis e radioativos em elevadas concentracoes.

Quanto aos fatores que influenciam a composicdo da comunidade do
fitoplancton, a qualidade da &gua € um deles. Segundo Kalin et al. (2001), as
mudancas pelas quais as comunidades fitoplancténicas podem passar em um lago
acido estéo principalmente associadas aos solidos suspensos totais, P total, NOs, As
e Eh. Portanto, a quimica da &gua influencia a composi¢cdo e diversidade do
fitoplancton, mas concentragdes baixas de nutrientes limitam a sua biomassa (KALIN
et al., 2001; KUMAR et al., 2016).

Na figura 13, é possivel observar imagens de microscopia referentes a cada
um dos representantes de microalgas e também de uma cianobactéria registradas em
CM.
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Figura 13 - Registros de micrografia ilustrando os representantes das microalgas e

cianobactéria encontradas somente no ponto CM da UDC/INB.

A. Aspecto geral de coldnias de Chroococcus minimus. Fonte: Brito (2011). B. Fragilaria sp.
Fonte: Baker et al. (2012). C. Microscopia de luz de Cylindrocystis sp. Fonte: ROSEN,;
STAHLHUT e HALL, 2019. D. Células de Botryococcus braunii. Fonte: Ramaraj; Kawaree e
Unpaprom (2016). E. Chlamydomonas sp de um lago nos EUA. Fonte: BAKER et al., 2012.
Acesso em 11 jun 2021. F. Desmodesmus sp. Fonte: LORTOU e GKELIS, 2019. G.
Mougeotia sp. Fonte: Baker et al. (2012). H. Coelastrum reticulatum. Fonte: GUIRY, 2021. I.
Rhizosolenia sp. Fonte: Baker et al. (2012). J. Células de Pinnularia sp. Fonte: Jeffryes et
al., 2008.

Prasanna et al. (2011), ao analisarem a comunidade de microalgas em aguas
sob efeitos da DAM, com pH entre 2,4 — 3,2, encontraram uma elevada diversidade,
com representantes dos géneros Euglena, Cylindrocystis, Botryococcus e Navicula,
assim como registrado no presente estudo. Estes autores sugerem que a alta
diversidade de microalgas encontrada pode estar relacionada a longa duragdo do
fluxo da DAM, levando a adaptacdo destes organismos (PRASANNA et al., 2011).
Logo, esta é uma justificativa que também pode ser utilizada para explicar os
resultados obtidos no presente estudo.
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Da mesma forma, Gomes et al. (2021) também encontraram uma comunidade
de microalgas diversa ao analisarem amostras de DAM provenientes da mina de S&o
Domingos em Portugal, correspondendo a 14 tadxons divididos em 8 classes, com
dominancia de Bacillariophyceae, assim como no presente estudo.

Com relacdo as cianobactérias, ou algas azuis, foi registrado no presente
estudo, Chroococus minimus somente no ponto CM. Sabe-se que Chroococcus é um
género cosmopolita de formas unicelulares ou coloniais (FRANCESCHINI et al.,
2010). Além disso, as cianobactérias fazem parte de um grupo morfologicamente
diverso de procariotos fotossintéticos que se adaptam a maioria das condicbes de
estresse e sdo encontradas com frequéncia em ambientes contaminados por metais
(ACHARYA; APTE, 2013). Isso pode explicar o fato de terem sido encontradas apenas
em CM e ndo em P14 no presente estudo. Outro ponto € que as cianobactérias
possuem mecanismos, como sequestro extracelular, compartimentacao intracelular,
transporte ativo, sintese de proteinas de ligacdo a metais, entre outros, que modificam
a especiacdo de metais, levando a diminuicdo ou aumento da sua mobilidade
(Acharya; Apte, 2013), o que pode estar intimamente relacionado com a sua

capacidade de sobrevivéncia nestes ambientes.

Por outro lado, Abinandan et al. (2018) citam que ainda que as cianobactérias
possam sobreviver em ambientes com DAM, estdo mais propensas a morte celular do
gue as algas verdes, por exemplo. Uma das explicacdes para isso é o fato de as
cianobactérias ndo conseguirem manter seu citoplasma com pH neutro quando
crescem em ambiente com pH &cido, o que propicia danos a seu aparelho
fotossintético (ABINANDAN et al., 2018).

Entretanto, ja foi mostrado neste trabalho que, mesmo no efluente acido in
natura, houve um nuamero diverso de microalgas e cianobactérias tendo-o como
habitat. Ha, inclusive, géneros de organismos planctdnicos que costumam ser bons
indicadores de acidificacdo em determinado ambiente: lagos acidificados comumente
contam com aumento de microalgas filamentosas pertencentes a Classe
Zygnematophyceae, principalmente dos géneros Mougeotia, Spirogyra e
Zygogonium, os quais costumam ser bons indicadores de acidificacdo (KLUG e
FISCHER, 2000; GREENWOOD; LOWE, 2006). Isso pode justificar que, no presente
estudo, apenas no ponto mais acido tenha ocorrido o registro de Mougeotia.
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Alguns autores dizem que nao € frequente Mougeotia ser encontrada em pH
alto e estudos tém evidenciado que ela € comum apenas quando o pH é menor que 6
(FAIRCHILD; SHERMAN, 1993), como aconteceu no presente estudo, no qual este
organismo s6 foi registrado no ponto CM, ponto com média de pH em 3,8, de acordo
com Azevedo et al. (2010). Da mesma forma, Freitas, Schneider e Schwartzbold
(2011) ao analisarem riachos afetados por DAM em uma regido de mineracédo de
cobre no sul do Brasil, também registraram a ocorréncia de Mougeotia em pH de 2,9
a 3,2, ilustrando a preferéncia deste organismo por pH mais baixos.

Outro organismo da Classe Zygnematophyceae encontrado no presente estudo
foi Cylindrocystis sp., algas unicelulares com formato cilindrico ou eliptico, que possui
ampla distribuicdo mundial, sendo comuns em ambientes extremos, tais como em
aguas acidas, habitats subaéreos, geleiras e desertos (BARCYTE et al., 2020;
FRANCESCHINI et al., 2010).

J& as microalgas pertencentes a classe Bacillariophyceae, também conhecidas
como diatomaceas, sdo dominantes em todos ambientes aquaticos: oceanos,
estuarios, lagos e riachos. Sdo cerca de 250 géneros e de 10.000 a 12.000 espécies,
todas unicelulares e desprovidas de flagelos. Uma caracteristica morfoldgica
interessante deste grupo € a presenca da frdstula, uma parede celular impregnada de
silica, envolvida por uma fina camada de matéria organica (FRANCESCHINI et al.,
2010). Recentemente, tem aumentado o interesse pela modificacdo das frustulas das

diatomaceas com o objetivo de aplica¢des tecnoldgicas (SOLEIMANI et al., 2020).

Além disso, € comum o0 uso de diatomaceas como indicadoras da qualidade
das aguas (FRANCESCHINI et al., 2010). Herlory et al. (2013) retrataram as
mudancas na composi¢cdo da comunidade de diatomaceas induzidas pela descarga
de efluentes tratados de mineracédo de uranio na Franca: os géneros Aulacoseira,
Eunotia, Gomphonema e Pinnularia foram comuns aos locais de referéncia e
impactados, mas algumas espécies pertencentes a estes géneros, como Pinnularia
major e Gomphonema lagenula, foram sensiveis a descarga dos efluentes e
desapareceram ou foram substituidas por espécies tolerantes. No presente trabalho,
Aulacoseira granulata e Eunotia sp. foram encontradas em ambos o0s pontos
analisados, mas Pinnularia sp. foi encontrada somente no ponto mais acido, o ponto
CM. Como néo foi feita uma identificacéo até o nivel de espécie no relatério tido como
base de Azevedo et.al (2010), nao € possivel comparar com o trabalho de Herlory et.al
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(2013), para verificarmos se também existiriam algumas espécies de Pinnularia que

seriam sensiveis a este efluente.

No entanto, sabe-se que o género Pinnularia € muito comum de ser encontrado
como parte da comunidade fitoplancténica de ambientes acidos, onde a maioria das
suas espécies conseguem tolerar baixos valores de pH, mesmo que sua ocorréncia
possa ser registrada em ambientes que apresentem valores de pH &cido a neutro. A
identificacdo de espécies deste género € dificil pois hd uma fraca variacdo morfolégica
entre as espécies e existem inconsisténcias na taxonomia infra-genérica deste taxon
(CINIGLIA et al., 2007).

Além de ser comum em ambientes com DAM de origem antropogénica,
Pinnularia sp. também costuma ser encontrada em aguas doces com baixo valor de

pH de origem natural, como o Rio Tinto na Espanha (AGUILERA et al., 2006).

Gomes et al. (2021), ao analisarem a comunidade de algas em ambiente com
drenagem &cida de mina em Portugal, verificaram que a classe Bacillariophyceae foi
a mais abundante, e Pinnularia sp. foi um dos organismos que mais apareceram. De
forma semelhante, DeNicola (2000), em sua revisdo trazendo espécies de
diatoméaceas capazes de sobreviverem em pH < 3,5, encontrou 124 taxons divididos
em 24 géneros, entre 0s quais Pinnularia apareceu com 21 espécies, mostrando que
€ comum de ser encontrada em ambientes acidos, justificando sua existéncia no ponto

CM analisado no presente estudo.

Showe, Harding e Broady (2012) analisaram a comunidade de diatomaceas em
gradientes de DAM e viram que em locais severamente impactados, com pH em torno
de 3,4, foram encontrados no maximo 5 taxons, com abundéancia de Pinnularia cf.
acidophila e os autores sugerem que esta espécie pode ser uma ferramenta poderosa
para a distingdo entre fluxos severamente impactados por DAM e fluxos
moderadamente contaminados. Estes resultados concordam com os resultados
encontrados no presente estudo, visto que o organismo Pinnularia sp. foi registrado

somente no efluente in natura, que corresponde a um fluxo severamente impactado.

Por outro lado, no estudo de Kalin et al. (2006) o género Pinnularia foi frequente
em pH 5, mas depois diminuiu, sendo intolerante a valores de pH mais baixos e

concentracoes elevadas de metais.
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Outro género abundante e ecologicamente importante de diatoméaceas, €
Fragilaria, sendo muito comum em ecossistemas de agua doce, podendo ser

encontrada em ampla faixa de condicbes ambientais (KAHLERT et al., 2019).

No estudo de McFarland, Hill e Willingham (1997), foi verificado que Fragilaria
sp apresentou anormalidades quando analisada em amostras provenientes de locais
com drenagem de mina nos EUA. Esse fato indica que as valvulas anormais de
Fragilaria podem indicar concentracdes elevadas de metais, como Cd, Cu, Fe e Zn.
Consequentemente, a analise dessas caracteristicas nesta microalga pode ser
empregada como forma de biomonitoramento e bioindica¢do. No caso da UDC/INB,
em fase de descomissionamento, a microalga Fragilaria sp. poderia ser utilizada como
uma ferramenta de diagndstico ambiental em auxiliar no monitoramento para o

tratamento dos efluentes radioativos acidos desta instalagdo nuclear.

Embora Fragilaria sp tenha sido registrada no presente estudo somente em
CM, para Urrea-Clos e Sabater (2009), ao compararem diatomaceas provenientes de
aguas acidas e alcalinas, Fragilaria capucina esteve presente somente em aguas
alcalinas, ndo estando presentes em aguas de rios afetados pela drenagem acida de

mina.

Por outro lado, outros autores afirmam que valores de pH elevado, ou seja,
entre 9,2 a 11, afetam negativamente a taxa de crescimento de Fragilaria crotonensis,
tornando as células incapazes de sintetizarem suas frdstulas nestes niveis de pH
(ZEPERNICK et al., 2021).

Outro género que foi registrado no presente estudo foi Rhizosolenia, um género
comum de diatomaceas planctbnicas, sendo encontrado em aguas doces ou
marinhas. E reportado com frequéncia nos lagos do Canada e costuma ter uma
aparicdo sazonal, sendo comum em pelo menos uma parte do ano (YUNG,
NICHOLLS, CHENG, 1988). Essa sazonalidade foi vista no presente estudo, ja que
este organismo apareceu somente no més de abril, final do verdo. Da mesma forma,
no estudo de Rousseau et al. (2002), durante o verdo a comunidade de diatomaceas
foi dominada por Rhizosolenia, diferentemente do outono, por exemplo, que foi

dominado por Coscinodiscus spp.

A ocorréncia de Rhizosolenia pode estar relacionada com o nivel de nutrientes:

com o aumento da concentracdo do fosforo, ha um aumento na abundancia da
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microalga. Além disso, Rhizosolenia ja foi encontrada em altas densidades em lagos
com historico de contaminacao e acidificacdo por metais pesados (YUNG; NICHOLLS;
CHENG, 1988).

Por fim, as Chlorophyceae, também conhecidas como algas verdes, que
possuem paredes de celulose e clorofilas a e b, e sdo consideradas ancestrais de
todas as plantas (JOHN; WHITTON; BROOK, 2011). Alguns autores agrupam as
Chlorophyceae junto com outras classes menores, como Trebouxiophyceae, na
divisdo Chlorophyta, indicando uma proximidade evolutiva (JOHN; WHITTON;
BROOK, 2011). Dos organismos do filo Chlorophyta que, no presente estudo, foram
encontrados somente no ponto CM, destacam-se Desmodesmus sp., Coelastrum
reticulatum, Chlamydomonas sp. e Botryococcus sp.

Desmodesmus sp é uma microalga que possui a caracteristica de ser tolerante
a condi¢cdes acidas. Abindandan et al. (2019) quando cultivaram Desmodesmus sp.
em pH 3,5, observaram que esta microalga tem potencial de remover metais pesados
como Cu, Fe, Mn e Zn em solu¢des aquosas, através de acumulo intracelular. Além
disso, € muito comum o uso de Desmodesmus sp. na producdo de biocombustiveis
(ABINANDAN et al., 2019; RUGNINI et al., 2018).

Ja Botryococcus é um género de organismos encontrados principalmente em
agua doce, crescem em lagos oligotréficos, mas preferem ambientes eutréficos com
pH ligeiramente acido (BAKER et al., 2012). De acordo com Ferrari et al. (2015) o lago
acido da CM foi classificado como oligotréfico. Os Botryococcus costumam formar
colénias em forma de piramides, e possuem a capacidade de flutuar na superficie da
agua devido ao acumulo de hidrocarbonetos e lipideos em sua matriz extracelular. A
espécie mais estudada é Botryococcus braunii, muito utilizada em biotecnologia para
producéo de 6leos e biocombustiveis, como sera discutido posteriormente (JUNIOR
et al., 2020).

Ja foi demonstrado que Botryococcus também é capaz de remover metais
pesados de aguas residuais, como Zn, Fe, Cd e Mn (GANI et al., 2017). Areco, Haug
e Curutchet (2018) mostraram que Botryococcus braunii consegue crescer e
sobreviver em condicdes acidas de ambientes contaminados com elevadas
concentracbes de Zn, mesmo que sua taxa de fotossintese e respiracdo sejam

afetadas.
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A presenca de Botryococcus na CM registra neste estudo de bioprospeccéo,
outra possibilidade potencial para o desenvolvimento de bioprocesso a fim do
tratamento dos efluentes radioativos da UDC/INB para a remoc¢ao de metais estaveis
e radioativos, bem como producao concomitante de 6leos e biocombustiveis, podendo

baratear o custo do tratamento de efluentes com DAM.

Entretanto, no estudo de Kalin et al. (2006), Botryococcus foram raramente
encontrados no lago afetado com DAM. Pode-se inferir que a ocorréncia ou nédo de
alguns grupos de microalgas ou cianobactérias esta relacionado as caracteristicas
climaticas e de composicao fisica e quimica do efluente com DAM a ser tratado e os
resultados do presente estudo demonstraram que a caracterizacéo dos efluentes com
DAM da CM juntamente com o estudo de bioprospeccdo puderam identificar varios
géneros de organismos planctdnicos com potencial para biotratamento destes

efluentes.

Com relacéo a alga verde Coelastrum reticulatum, néo foi encontrado nenhum
registro na literatura da sua ocorréncia em outros lagos acidos. Isso pode ser
explicado devido ao fato de Coelastrum ser um género que prefira ambientes
eutroficos, com alta concentragdo de nutrientes (BAKER et al., 2012). Isso pode ser
visto no estudo de Ray, Santhakumaran e Kookai (2021) que, analisando aguas
eutrdficas da India, encontraram Coelastrum microporum como uma das espécies

mais abundantes.

De todos estes organismos, Chlamydomonas sp. merece destaque especial,
pois € um género comumente encontrado em aguas acidas, sendo tolerante a uma
ampla gama de contaminantes (KALIN et al., 2001; KALIN et al., 2006; GARCIA-
BALBOA et al., 2013; KUMAR et al., 2016; BASELGA-CERVERA et al., 2018).

Apesar de néo terem aparecido no presente estudo, Ochromonas sp, assim
como Chlamydomonas sp, também sao muito abundantes em aguas &acidas
(LESSMANN; FYSON; NIXDORF, 2000; BEULKER; LESSMANN; NIXDORF, 2003;
GELLER et al., 2013; KUMAR et al., 2016).

Outras microalgas capazes de colonizarem e sobreviverem em aguas
altamente acidas e ricas em metais sdo Dunaliella acidofila, Euglena mutabilis,
Eunotia sp (NANCUCHEO; JOHNSON, 2012) e varias espécies de Nitzschia
(DeNICOLA, 2000).
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Além disso, Kalin et al. (2001) também relataram que o zooplancton € outro
fator que pode estar relacionado com a diminuicdo da biomassa do fitoplancton, ou
seja, quanto maior a densidade de zooplancton, menor a densidade de fitoplancton.
Essa relacdo pode ser vista no trabalho de Ferrari et al. (2015), mas de forma inversa.
No trabalho de Ferrari et al. (2015), os autores estudaram a comunidade
zooplancténica também na cava da mina no mesmo periodo do presente trabalho e
observaram que houve uma densidade elevada de zooplancton, mas a densidade do
fitoplancton aqui analisada foi maior. Isso pode estar relacionado com o fato de que
no estudo de Ferrari et al. (2015) s6 foram registradas seis espécies de zooplancton,
indicando certa sensibilidade destes organismos ao efluente, enquanto para o
fitoplancton, representado pelas microalgas, foram registrados 25 téxons. Essa
diferenca com relacdo ao numero de representantes de cada grupo pode estar
relacionada com uma maior adaptabilidade e resisténcia do fitoplancton a ambientes
com DAM e com elevadas concentracdes de metais, e também pelo fato de ndo serem

suficientemente predados pelo zooplancton existente no local.

Ademais, conforme mencionado acima, foram registrados 25 taxons para o
efluente in natura da cava da mina, nimero relativamente alto quando comparado com
0 encontrado por outros autores, como por exemplo, Baselga-Cervera et al. (2020) e
Kumar et al. (2016), que encontraram apenas 5 tAxons em seus estudos em lagos
acidos de mineracéao. Isso pode estar relacionado com o pH, que néo € extremamente
acido nos efluentes da cava da mina da UDC/INB, estando em torno de 3,8. Nos lagos
acidos da Lusatia, o numero de téxons fica em torno de 7 e 9 quando o pH esta entre
2,5 -3, e quando o valor de pH se eleva para valor em torno de 4, o nimero de tdxons
se eleva para 17 — 25. Além disso, as espécies dominantes, nos lagos de mina da
Lusatia, também sofrem alteracdo com o aumento do pH. Em pH < 3, foram comuns
Chlamydomonas sp, Ochromonas sp, Peridinium umbonatum e Scourfieldia
cordiformes. Ja em pH 4, as espécies mais comuns foram Peridinium umbonatum e
Cryptomonas spp (GELLER et al., 2013). No presente estudo, Cryptomonas esteve
presente em todos os periodos de amostragem e também em P14, mostrando ser um

organismo que tolera variagdes de pH e concentragdes de metais.

Kalin et al. (2006) também descreveram algumas mudancas na comunidade
fitoplanctonica em lago acido de mina afetado por DAM no Canada. Quando o pH

diminuiu de 5 para 3, a diversidade do fitoplancton caiu de 52 para 42 taxons.
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Ochromonas e Chlamydomonas estiveram sempre presentes ao longo do periodo de
estudo, tolerando uma ampla gama de contaminantes. Euglena, Peridinium e
Pinnularia foram frequentes em pH 5 e depois diminuiram a frequéncia
acompanhando reducéo em valor de pH, indicando menor tolerancia a valores baixos
de pH (KALIN et al., 2006). Da mesma forma, DeNicola (2000) revisando a ocorréncia
de espécies de diatomaceas em pH < 3 registrou menor numero de taxons quando
comparado aqueles observados em pH 4,5 — 5. Além disso, este mesmo autor
verificou que muitas espécies de diatomaceas séo eliminadas em faixa de pH entre
3,5 -4,5, 0 que nao foi ocorreu no presente estudo, ja que em pH 3,8 as diatomaceas

foram as que contaram com o0 maior nimero de representantes.

Por outro lado, alguns autores acreditam que o baixo pH, assim como
concentracfes elevadas de metais, ndo tém tanta influéncia na biodiversidade da
comunidade fitoplanctonica, acreditando ser o principal fator a baixa concentracéo de

nutrientes, como carbono inorganico dissolvido e fosforo (KUMAR et al., 2016).

Sabe-se que a colonizacdo do fitoplancton em lagos acidos € limitada por
baixos teores de carbono inorganico e fésforo, e as espécies que podem crescer em
tais ambientes devem ter mecanismos para aquisicdo de fosforo e carbono para
apoiar a fotossintese e o crescimento. Entre essas adaptacfes estdo a capacidade de
viver por fagotrofia ou heterotrofia e a capacidade de migracdo para locais
convenientes ricos em nutrientes, pois a maioria das espécies colonizadoras destes
ambientes sao fitoflageladas e conseguem se adaptar bem ao ambiente extremo
(BEULKER; LESSMANN e NIXDORF, 2003; LESSMANN, FYSON e NIXDOREF,
2000). A fagotrofia esta relacionada a um tipo de nutricdo no qual os organismos se
alimentam de particulas ou de outros microrganismos, ingeridos por meio da
fagocitose (FRANCESCHINI et al., 2010). Além dessas, também sdo importantes as
adaptacdes fisiologicas relacionadas ao baixo pH, mixotrofia, motilidade e alto
potencial de reproducéao (GELLER et al., 2013).

5.2.4 Organismos encontrados em P14

Dos organismos que foram registrados somente em P14, tem-se Geitlerinema

unigranulatum, Oscillatoria cf. splendida (Cyanophyceae), Monoraphidium irregulare,
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Pediastrum duplex var tetras (Chlorophyceae), Closterium sp (Zygnematophyceae),

Dinobryon bavaricum, Mallomonas sp (Crysophyceae).

O que chama a atencao é que em P14 foram encontrados representantes da
classe Chrysophyceae, classe ausente em CM. Em geral, de acordo com Wehr,
Sheath e Kociolek (2015), esta classe esta associada a aguas com pH entre 6 e 7, 0
que justifica o fato de n&do terem sido encontradas em CM. Entretanto, outros autores
ja reportaram a presenca de Chrysophyceae em lagos acidos (GOMES et al., 2021,
LESSMANN, FYSON e NIXDORF, 2000), o que néo foi verificado no presente estudo.

A classe que merece destaque para este ponto é Dinophyceae, com o
organismo Peridinium sp, devido a alta densidade total apresentada ao longo do
periodo de estudo, como ja foi mostrado anteriormente. Peridinium também pode ser
encontrado em aguas acidas (LESSMANN; FYSON; NIXDORF, 2000; KALIN et al.,
2006) e esteve presente na CM, mas em densidades bem menores do que na Represa
das Antas. Ronqui (2008) ao analisar amostras de agua da Represa das Antas,
também destacou a dominancia de Peridinium sp em relacdo a biomassa e densidade,
e seu numero foi ainda mais elevado quando analisado no ponto onde havia melhor
qualidade da 4gua. Talvez essa preferéncia de Peridinium sp por locais com melhores
qualidades da agua possa justificar sua ocorréncia em maior nimero em P14 do que

em CM, considerando-o como um adequado indicador de qualidade de agua.

Esses organismos da classe Dinophyceae, também chamados de
dinoflagelados, sdo comumente encontrados em aguas bem oxigenadas e podem
tolerar uma ampla faixa de pH e condi¢cbes de luminosidade, sendo considerados
indicadores de ambientes oligotroficos (GOMES; IBANEZ; FREITAS, 2010),
caracterizando mais um motivo que justifica a presenca de Peridinium nos ambientes

analisados no presente estudo.

Mesmo com a sua importancia em agua doce, pouco se sabe sobre os fatores
que influenciam a ocorréncia das Dinophyta nestes ambientes (GRIGORSZKY et al.,
2003).

Abaixo, uma imagem mostrando Peridinium sp.
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Figura 14 - Registros de micrografia ilustrando Peridinium sp, dinoflagelado registrado em

elevadas densidades em P14.

Fonte: Baker et al., 2012.

5.2.5 Organismos encontrados em ambos 0s pontos

Conforme visto mais acima, muitos organismos foram comuns aos dois locais
analisados, como é o caso de Microcystis sp., Células livres de Microcystis sp.,
Limnothrix sp. (Cyanophyceae), Dictyosphaerium pulchellum (Chlorophyceae),
Trachelomonas sp., Trachelomonas volvocina, Euglena sp. (Euglenophyceae),
Eunotia sp., Navicula spp., Aulacoseira granulata, Aulacoseira sp., Cyclotella sp.
(Bacillariophyceae), Peridinium sp. (Dinophyceae) e Cryptomonas sp.

(Cryptophyceae).

Na figura 15, é possivel observar imagens de microscopia referentes a alguns

dos representantes de microalgas registrados em CM e P14.
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Figura 15 - Registros de micrografia ilustrando alguns representantes das microalgas

encontradas nos pontos CM e P14.

A. Euglena sp de um lago nos EUA. Fonte: BAKER et al. (2012). B. Cryptomonas cf ovata.
Fonte: Baker et al. (2012). C. Eunotia sp. Fonte: Baker et al. (2012). D. Micrografia de
Navicula sp. Fonte: Fimbres-Olivarria et al., 2018.

A adaptacéo destes organismos, por estarem presentes em ambos os locais,
pode estar relacionada ao aparecimento de células resistentes que tenham surgido
espontaneamente em populacdes em equilibrio. Além disso, como foram registrados
em ambos os pontos, podem ser classificados como organismos extremotolerantes e
nao, extremdfilos obrigatorios (BASELGA-CERVERA et al., 2020).

Outro fator que pode justificar o aparecimento destes organismos em ambos 0s
locais seriam seus mecanismos bioldgicos com capacidade de suportar uma ampla
faixa de pH e elevadas concentracdes de metais, como é o caso de Euglena, um
género comumente relatado em aguas naturais ou antropogénicas acidas e ricas em

metais, pois podem limitar o acesso de elementos toxicos para o interior das células
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através do processo de adsorcao de metais a parede celular, de modo a permitir sua
sobrevivéncia em condicées de estresse (VALENTE; GOMES, 2007). E muito comum
a ocorréncia de Euglena mutabilis em 4guas impactadas de minas. Inclusive, este
organismo muitas vezes é tido como uma “espécie indicadora” de ambientes com
drenagem &cida de mina (NANCUCHEO e JOHSON, 2012; VALENTE; GOMES.
2007).

Dentro do género Euglena, a espécie Euglena gracilis € capaz de tolerar uma
ampla faixa de contaminantes, crescendo sob condi¢cfes acidas e radiacéo ionizante,
além da sua capacidade em sequestrar metais (GISSIBL et.al, 2019; MACIEL, et.al,
2020). Da mesma forma, Euglena mutabilis € uma espécie abundante em lagos acidos
(LESSMANN; FYSON; NIXDORF, 2000), mas também é bem distribuida em
ambientes alcalinos, além de dguas com alto ou baixo teor de minerais, indicando sua
abundancia e otima distribuicio em diversos ambientes (WEHR; SHEATH;

KOCIOLEK, 2015), assim como foi visto no presente estudo.

O género Eunotia, por possuir grande variabilidade morfologica, tem a
classificacdo taxondmica um pouco dificil a nivel de espécie. E um género bem
representado em aguas acidas e estes organismos preferem principalmente aguas
oligotréficas (GLUSHCHENKO; KULIKOVSKIY, 2017). Eunotia exigua € uma das
espécies mais encontradas em lagos da América do Norte e da Europa e em riachos
gue recebem DAM (DeNICOLA, 2000).

O género Navicula também é com frequéncia reportado em lagos acidos com
influéncia de DAM (BASELGA-CERVERA et al., 2020; GOMES et al., 2021; KALIN et
al., 2006; PRASANNA et al., 2011) e ja foi encontrado em lagos proximos a antigas
areas de mineracdo (SALONEN; TUOVINEN; VALPOLA, 2006), assim como
registrado no presente estudo ao ser encontrado em amostras dos dois locais de

amostragem avaliados.

Um organismo que foi registrado em todos os periodos amostrados para 0s
dois locais analisados foi Cryptomonas sp. Estas microalgas sdo comuns em uma
variedade de ambientes aquaticos e sua identificacdo, quando provenientes de
amostras de campo, é complicada, visto que ha uma variedade morfol6gica muito
grande e podem existir dois morfotipos distintos em certas espécies. Mas, de uma

forma geral, as Cryptomonas conseguem tolerar grandes amplitudes de faixas de pH
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e existem estudos que mostram que, quando isoladas, em laboratorio, de diferentes
regides geograficas, elas exibem faixas 6timas de crescimento em pH correlacionados
aos do ambiente do qual foram isoladas, mostrando uma excelente capacidade de
adaptacdo (WEHR; SHEATH; KOCIOLOKE, 2015). Essa sua capacidade de
adaptacao, dependendo do pH em gue se encontre, pode justificar seu aparecimento

nos dois locais aqui analisados.

Outra caracteristica interessante de Cryptomonas sp. € que possuem a
capacidade de migracdo e fazem uso dela, principalmente quando ha pouca
intensidade de luz ou fatores que limitam seu crescimento, como fésforo e nitrogénio
(KNAPP et al., 2003). Isso provavelmente faz com que tenham mais sucesso na

colonizagéo de diversos ambientes e sejam registradas com frequéncia.

Cryptomonas sp. também foi frequente no estudo de Kalin et al. (2006) ao
analisarem a comunidade fitoplancténica de um lago &cido no Canad4, apresentando
frequéncia de 43,8%.

Herlory et al. (2013) encontraram espécies comuns a um local tido como
referéncia e um local impactado a jusante da descarga do efluente da mina de uranio
Fanay-Augeres na Franca, como Aulacoseira, Eunotia, Gomphonema e Pinnularia.
Mas, ao analisarem as espécies sensiveis, que estavam presentes no local de
referéncia e desapareceram ou foram substituidas por espécies tolerantes a DAM,
encontraram Eunotia pectinalis var undulata, Psammothidium rechtensis,
Gomphonema lagenula e Pinnularia major, concluindo que o lancamento dos
efluentes de uranio tratados mudaram a comunidade de diatomaceas existente nos
rios ao entorno. Segundo esses autores, das variaveis ambientais analisadas, cloro,
uranio dissolvido, bério dissolvido e potencial de Oxido-redugdo tiveram grande
influéncia na composicdo da comunidade de diatomaceas (HERLORY et al., 2013).
No presente estudo, a Classe Zygnematophyceae seguida por Chrysophyceae foi a
que se mostrou mais sensivel ao langcamento dos efluentes de uranio, pois raramente

foram registradas em P14.

Vale destacar que a comunidade fitoplancténica é fortemente influenciada pela
guimica da agua. Consequentemente, um grupo dominante em certo momento, pode
nao ser o grupo dominante em um outro momento. No estudo de Kalin et al. (2006),

foi isso que se verificou com Dictyosphaerium pulchellum, que apresentou dominancia
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nos dois anos iniciais do estudo e depois foi substituido por Chlamydomonas sp.
Assim, o monitoramento constante da qualidade da &agua juntamente com a
comunidade fitoplancténica é essencial para preservacdo do ambiente e da biota

aquética.

5.3 Potencial biotecnolégico do fitoplancton em ambientes extremos

Alguns organismos sdo capazes de viver em ambientes extremos de pH,
presséo, temperatura e salinidade, sejam eles de origem natural ou antropogénica.
Esses organismos, em geral, precisam desenvolver mecanismos especiais que lhes
permitam crescer e sobreviver em tais ambientes. No caso das microalgas, aquelas
que sdo capazes de crescer na neve, apresentam estrutura de membrana que protege
a célula dos efeitos danosos do congelamento; as microalgas que vivem em fontes
termais, desenvolveram enzimas que sao resistentes a altas temperaturas. Sendo
assim, essas cepas potenciais precisam ser identificadas para que, através da
Biotecnologia, possam ser cultivadas em massa visando o aproveitamento do seu
potencial para diversos fins, entre eles o de remediacdo ambiental. Outra abordagem
interessante para a Biotecnologia € identificar os genes que conferem esta resisténcia
aos organismos extremofilos, e clona-los em outros organismos que sejam mais faceis
de ser cultivados em massa (VARSHNEY et al., 2015).

Microalgas extremofilicas podem ter inUmeras aplicacdes biotecnoldgicas, seja
no tratamento de aguas residuais, biorremediacdo, producdo de biocombustiveis,
biopolimeros, aplicacao nas industrias de cosméticos, entre outros. Os pigmentos das
microalgas tém um enorme potencial para sucesso comercial, como é o0 caso dos
carotenoides, que possuem excelentes propriedades antioxidantes, protegendo os
humanos de envelhecimento prematuro, certos tipos de céancer, doencgas
cardiovasculares e/ou artrite, reduzindo riscos de AIDS, diabetes, catarata,
neurodegeneracdo (MALAVASI; SORU; CAO, 2020).

Além disso, ja foi discutido anteriormente e evidenciado que o emprego de
técnicas alternativas, como por meio de biotratamento, seria bastante promissor e
interessante para ser aplicado na UDC/INB. Entre essas técnicas alternativas, pode-

se citar o emprego das microalgas autdctones que auxiliam bastante no processo de
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remocao do manganés, por se tratar de uma alternativa que é economicamente viavel
e nao gera poluicdo secundaria. No estudo de Candido (2018), realizado em
laboratorio, com a microalga Chlorella vulgaris, a autora verificou que o crescimento
da microalga e sua realizacdo de fotossintese, fez com que ocorresse um aumento do
pH para = 8 e isso ajudou na remog¢ao do Mn (ll), onde ocorreu a precipitagdo do Mn
(I na forma de 6xido de manganés, mostrando que esta microalga pode ser utilizada
para biorremediacdo de ambientes contendo Mn (IlI). Richardson, Aguilar e Nealson
(1988) também verificaram que a remocdo do Mn (ll) solavel por Chlorella sp é
dependente do pH resultante da atividade fotossintética, onde a remocdo ocorre
principalmente em pH > 9,0. Entdo, uma sugestdo seria 0 emprego desta microalga
como parte do tratamento empregado pela UDC/INB para tentar solucionar esses
problemas com as concentracdes elevadas de manganés no ambiente aquético ao
entorno.

Dentre as microalgas extremofilicas acidofilicas, aquelas que toleram baixos
valores de pH, pode-se destacar o0os géneros Chlamydomonas, Euglena,
Klebsormidium, Ochromonas, Pinnularia e Coccomyxa, as quais podem ser facilmente
isoladas de ambientes com DAM (MALAVASI; SORU; CAO, 2020). Destas,

Chlamydomonas, Euglena e Pinnularia foram registradas no presente estudo.

No presente estudo, o ponto CM pode ser considerado como um ambiente
extremo de origem antropogénica devido aos baixos valores de pH e concentacdes
elevadas de metais estaveis e radioativas, e mesmo assim, muitas microalgas foram
registradas no local, como ja foi discutido anteriormente. Entre esses organismos que
foram registrados em CM, podemos destacar Chlamydomonas sp., Desmodesmus sp.
e Botryococcus sp., 0s quais desempenham importantes papeis relacionados a
biotecnologia e remediacdo ambiental, assim como Euglena sp., que também foi

registrada em P14,

5.3.1 Chlamydomonas sp.

Dean et.al (2019) estudaram os mecanismos de adaptacdo de uma cepa de
Chlamydomonas acidophila, capaz de sobreviver em pontos mais acidos e com maior

concentracdo de metais em locais impactados por uma mina de cobre desativada no
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Reino Unido. Este organismo foi capaz de crescer em uma ampla faixa de pH, tendo
sua faixa 6tima de crescimento em pH 3 — 5, sendo também capaz de crescer em
concentracdes altas de Cd, Cu e Zn, com bioacumulacéo dentro da célula, mostrando
tolerdncia a estes metais devido a uma adaptacdo metabdlica. Ao compararem a
tolerancia aos metais desta cepa isolada de C. acidophila com outras cepas isoladas
de diferentes ambientes &cidos, foi verificado que esta cepa de C. acidophila
apresentou tolerancia muito maior ao Cu, sugerindo uma adaptacdo ao excesso de
Cu, indicando, dessa forma, que essas cepas de C. acidophila podem ser Uteis na

biorremediacéao.

Tal resultado acima destaca a importancia de estudos de bioprospeccao em
locais de interesse para aplicagéo potencial de processos de biotratamentos, uma vez
gue as espécies locais podem estar adaptadas as caracteristicas do efluente a ser

tratado.

bY

Chlamydomonas sp também se destaca em relacdo a remediacdo de
ambientes contaminados com uranio. Garcia-Balboa et al. (2013) estudaram a
adaptacdo de microalgas em pontos extremamente poluidos de aguas residuais
vindas de area de mineracao de uranio em Salamanca, Espanha. Como resultado,
encontraram espécies de Chlorophyta, principalmente Chlamydomonas sp., capazes
de se adaptarem rapidamente a essas aguas residuais da mineracao de uranio e isso
foi possivel gracas a recombinacéo genética conseguida por reproducéo sexuada, por
meio da qual células resistentes foram surgindo a partir de mutacdes espontaneas
raras. Segundo estes mesmos autores, a mutacdo de um Unico gene foi suficiente
para permitir adaptacédo de C. reinhardtii e Dictyosphaerium chlorelloides ao ambiente

hostil analisado.

Da mesma forma, no estudo de Baselga-Cervera et al. (2018), em que
analisaram efluentes de mina de uranio na regido de Salamanca, Espanha, as
espécies do género Chlamydomonas também foram predominantes. Os autores
escolheram este género de microalga com o objetivo de verificar a absor¢cao de uranio
por células decantadas ou solubilizadas na amostra dos efluentes da mina de uranio.
Como resultado, encontraram que as células decantadas em amostras do efluente da
mina de uranio, tiveram sua capacidade de absorver uranio aumentada em
aproximadamente 1,5 vezes. Esses resultados abrem novas perspectivas

promissoras para biorremediacéo em efluentes e ambientes contendo uranio.
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Além disso, quando cultivadas em meio acido (pH 3,5 — 4,5), Chlamydomonas
acidophila se mostrou uma 6tima produtora de lipideos, com acidos graxos adequados
para produc&o de biodiesel (SOUZA et al., 2017). E muito comum o uso de microalgas
para producdo de biocombustiveis (Ganesan et al., 2020; Peng et al., 2020;
Suparmaniam et al.,, 2019) e isso pode ser feito basicamente de duas formas,
fisiologicamente aplicaveis: bioprospeccdo de cepas que contenham alto teor de
lipideos e/ou estimulagéo de lipideos através do aprimoramento das cepas (AHMAD
et al., 2022).

O lipideo, depois de extraido, € convertido em acido graxo e através do
processo de transesterificacdo, o acido graxo é convertido em ésteres metilicos de
acidos graxos (FAME), denominado como biodiesel. Cerca de 80% do volume de 6leo

extraido das microalgas pode ser usado para produzir biodiesel (AHMAD et al., 2022).

Embora as microalgas sejam promissoras, além de serem uma alternativa
sustentavel para a producdo de biocombustiveis, a produtividade gerada por estes
organismos costuma ser baixa, fazendo com que esta ndo seja uma alternativa
economicamente viavel. Para resolver esta limitacdo, pode ser obtido aumenta da
produtividade por engenharia genética, através da manipulacdo de mdltiplas vias
metabolicas, com o objetivo de induzir a biossintese de compostos bioquimicos na
célula (RANJBAR, MALCATA, 2022).

Uma alternativa, no caso do tratamento de efluentes radioativos &cidos, o
custo-beneficio da aplicacdo de biotratamentos pode ser equalizado com principio de
economia circular: tratar o efluente com a producdo concomitante de biodiesel. De
acordo com o Comité Técnico da Organizacéo Internacional de Normalizacao (ISO/TC
323, 2018), economia circular € um conceito que associa desenvolvimento econdémico
a um melhor uso de recursos naturais, por meio de novos modelos de negdcios e da
otimizacdo nos processos de fabricacdo com menor dependéncia de matéria-prima

virgem, priorizando insumos mais duraveis, reciclaveis e renovaveis.

A espécie Chlamydomonas reinhardtii tem se destacado em diversos estudos
de biotecnologia devido a sua fisiologia e genoma bem compreendidos. Dessa forma,
pesquisadores relatam que o teor de 6leo desta microalga pode ser aumentado pela
superposicao de enzimas-chave responsaveis por catalisar a biossintese de lipideos

(KONG et al., 2019). Gracas aos atuais avangos na gendmica e transcriptomica de
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microalgas, esta ficando mais facil identificar as sequéncias genéticas que codificam

enzimas de interesse nas aplicacdes biotecnologicas (VINGIANI et al., 2019).

Além disso, C. reinhardtii tem sido usada como organismo modelo para estudos
visando a producéo de biohidrogénio comercialmente viavel. Atualmente, o hidrogénio
é produzido principalmente a partir de carvao e gas natural. Por conseguinte, surge a
necessidade de desenvolver outros métodos que ndo utilizem combustiveis fésseis
para sua producdo. Neste contexto, o0 emprego de métodos bioldgicos se destaca e
parece bastante promissor, incluindo varios estudos com C. reinhardtii, pois é uma
espécie que possui a enzima hidrogenase, que € utilizada na producdo de
biohidrogénio, considerado uma possivel fonte de combustivel (IQBAL et al., 2022;
KING et al., 2022).

A enzima hidrogenase também pode ser encontrada em microalgas
pertencentes aos géneros Synechocystis, Nostoc, Anabaena, Botryococcus,
Scenedesmus, Chlorella, entre outros (EROGLU e MELIS, 2011).

Ademais, um ponto interessante relacionado a producéo de biohidrogénio é que
co-culturas de microalgas juntamente com bactérias, sdo capazes de gerar mais
biohidrogénio do que culturas individuais de cada organismo (IQBAL et al., 2022). Um
exemplo dessa associacao € entre a bactéria Methylobacterium oryzae e a microalga
Chlamydomonas reinhardtii que, quando consideradas no contexto de bioremediacéo
de aguas residuais, sdo capazes de gerar biohidrogénio como subproduto de reacdes,
e ainda remover nitrogénio inorganico do meio (IQBAL et al., 2022; TORRES et al.,
2022).

De um modo geral, Chlamydomonas € um organismo modelo de microalga que
vem sendo utilizada em inUmeras pesquisas com fins biotecnoldgicos, todas com
intuito de producdo de bioprodutos de alto valor, tais como, biocombustiveis,
pigmentos, medicamentos, entre outros. Recentemente, técnicas de edicao genética
vém sendo empregadas para o melhoramento de caracteristicas de interesse de
Chlamydomonas, destacando-se a técnica CRISPR-Cas9 com adaptagfes (GHRIBI
et.al, 2020).

No que diz respeito ao uso de microalgas para tratamento de aguas residuais,
devem ser levantadas questdes como taxa de crescimento rapido, elevada taxa de

remocao de nutrientes, boa adaptabilidade e alta produtividade de biomassa, para
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serem escolhidos os melhores grupos para estes fins (AHMAD et al., 2022).
Novamente, € possivel observar que Chlamydomonas se destaca. Chlamydomonas
sp também mostrou ter um potencial promissor para o tratamento de aguas residuais
urbanas, sendo capaz de remover 100% de Niotal, 94% de Protal, 56% de DQO e 41%
de DBO, e apresentar boas taxas de crescimento, o que fez com que a biomassa
cultivada nestas aguas residuais, fosse transformada em produtos como carotendides,
lipideos, microproteinas e enzimas industrais, com a ajuda também da fermentacéo
fungica (MALIK et al., 2022).

Recentemente, pela primeira vez na literatura, Senhorinho, Laamanen e Scott
(2018), ao analisarem microalgas verdes de ambientes extremos antropogénicos,
descobriram nestes organismos fontes potenciais de acdo antibacteriana. Dos
géneros de microalgas testadas, destacaram-se Chlamydomonas, Scenedesmus e
Coccomyxa, todas tendo proporcionado atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus. Um ponto interessante € que Chlamydomonas e Coccomyxa
vieram de amostras de agua exibindo pH muito baixo, em torno de 2,9. Esses
resultados evidenciam um potencial biotecnoldgico promissor de microalgas verdes
gue podem ser isoladas de ambientes acidos, incluindo os que estiverem sob estresse

antropogénico.

5.3.2 Desmodesmus sp.

Com relacdo a remediacdo de ambientes contaminados, ja foi dito
anteriormente que as microalgas possuem um imenso destaque e importancia.
Atividades de mineracdo, mesmo quando encerradas, exigem tecnologias
sustentaveis, eficientes, duradouras e econémicas que possam reduzir 0s niveis de
toxicidade de metais pesados nos fluxos de agua. A microalga Desmodesmus sp. é
uma Otima solugdo para remediacdo de ambientes afetados por atividades de
mineracdo, pois tem uma Otima capacidade de sequestrar metais pesados em

solugdes aquosas (DIALE, 2015), assim como varias outras espécies de microalgas.

No caso de ambientes com DAM, como € o caso do ponto CM da UDC/INB, a
identificacdo de microrganismos adequados para remocao de metais e producéo de

biodiesel é muito promissora e necessaria na remediacao de tais ambientes extremos,
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e Desmodesmus sp., encontrada no presente estudo pode ser utilizada, pois uma de
suas caracteristicas € a de crescer bem em ambientes com elevadas concentracdes
de metais, como por exemplo, ferro. Abinandan et al. (2020) realizaram o primeiro
estudo que mostrou o potencial de microalgas tolerantes a &cido, como
Desmodesmus sp., na remocao de ferro e na producao de biodiesel quando cultivadas
em condicbes extremas. Neste trabalho mencionado, os autores cultivaram
Desmodesmus sp em meio sintético com concentracdo de ferro em 200mg/L,
simulando ambientes com DAM, e a microalga foi capaz de apresentar um bom
crescimento neste meio, podendo remover quantidades significativas do metal. Essa
remocao esteve relacionada a alteracdo na granularidade celular, gerando um
acumulo extracelular e aumento da producéo de exopolissacarideos em condicfes de
estresse originadas pelos metais. Aléem disso, a transesterificagéo, processo pelo qual
€ produzido o biodiesel, in situ da biomassa enriquecida com metal, rendeu de 12% a
20% de biodiesel (ABINANDAN et al., 2020).

Além da remocéo do ferro, Desmodesmus sp. também pode ser Gtil na remoc¢ao
do fésforo e metais como cobre e niquel de aguas residuais. Quando cultivada em
meio contendo concentracdes de P de 4,55 mg/L, esta microalga foi capaz de realizar
remocao de P em mais de 90%. Da mesma forma, apés dois dias de exposi¢cao ao Cu
e Ni, removeu 94% de Cu e 85% de Ni, mostrando sua Otima capacidade para

biorremediacao de tais ambientes contaminados (RUGNINI et al., 2018).

Outra aplicacdo interessante e muito importante de Desmodesmus sp. Esta
relacionado ao potencial de oxidacdo do manganés, uma vez que este metal é
encontrado em concentracfes altissimas no ponto CM e, mesmo apds o tratamento
do efluente, este elemento ainda foi encontrado em concentracfes superiores ao
permitido pela legislagdo vigente, quando analisado no P14. Wang et al. (2017),
estudando a aplicacdo de Desmodesmus sp. na remoc¢ao do Mn, viram que esta
microalga tem a capacidade de oxidar Mn (ll), formando 6xidos de manganés
biogénicos que tém o potencial de remover bisfenol A (BPA) do ambiente. Dessa
forma, esses 6xidos de manganés biogénicos gerados por algas podem ser uUteis na
degradacédo de poluentes orgéanicos contidos na agua ou sedimentos, contribuindo

para remediacdo ambiental.

Abindandan et al. (2019) ao investigarem o potencial de Desmodesmus sp. na
remocao de Mn, Zn e Fe, viram que em concentracdes de 10 — 20 mg/L destes metais
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e em pH de 3,5, o crescimento desta microalga foi satisfatorio, principalmente através
de acumulo intracelular, levando a remocéao de 40-80% para o Fe e de 40-60% para
o0 Mn. Além disso, estes autores também viram que esta microalga foi util na producéo
de biodiesel, indicando ser uma candidata adequada para biorremediac&o e producéo
sustentavel de biomassa e biodiesel (ABINANDAN et al., 2019).

Frente ao potencial biotecnolégico citada por Abinandan et al. (2019), a
ocorréncia de Desmodesmus sp. em amostras da CM vem corroborar que esta
microalga tem potencial para aplicacdo no tratamento de efluentes da CM,

contaminado com concentracdes expressivas de Fe, Mn e Zn, em ambiente com DAM.

5.3.3 Botryococcus sp.

Outro organismo registrado em CM, que apresenta 6timas capacidades de
remocao de metais foi Botryococcus sp. Os autores Areco, Haug e Curutchet (2018)
registraram que a espécie Botryococcus braunii foi capaz de remover Zn de solug¢des
aguosas por longos periodos de tempo através dos processos de adsorcdo e
principalmente por precipitacdo, gracas a sua notavel capacidade de reverter
condicdes acidas do meio. Sendo assim, € um 6timo candidato para biorremediacao,
pois além do Zn, consegue remover metais como Ni e Cu, sendo uma excelente opgao
para utilizacdo em medidas de remediacdo ambiental nos corpos aquaticos ao redor
da UDC/INB.

B. braunii também é considerada uma fonte alternativa de biodiesel, pois
consegue armazenar altas quantidades de lipideos, gerando grandes quantidades de
Oleo. Além disso, seus hidrocarbonetos possuem eficiéncia que se assemelha em
90% com o petréleo (MACIEL et al., 2020).

Vishwakarma et al. (2019) estudaram a extracdo de lipideos através de
biomassa seca de Botryococcus sp. por meio da técnica de transesterificacdo por
microondas, e obtiveram uma eficiéncia elevada na extracao lipidica (63,03% em peso
seco), com a vantagem de ser um método ambientalmente e economicamente
amigavel. Por outro lado, estes autores registraram como desvantagens do processo

a baixa eficiéncia das micro-ondas quando os compostos alvo ou 0s solventes néo
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sao polares ou volateis. De qualquer forma, os autores mostraram que esta microalga

€ uma boa opcao para producéo de biodiesel.

Botryococcus também é cultivada com sucesso em @&guas residuais
domésticas, gerando altas concentracfes de biomassa e altas taxas de remocéao de
poluentes (DO et al., 2022).

5.3.4 Euglena sp.

Euglena é outro género reportado com frequéncia em ambientes extremos e
com diversas aplicagbes em biotecnologia. Como exemplo, tem-se Euglena gracilis,
microalga com inumeras aplicacBes biotecnolédgicas, entre elas: producdo de
cosmecéuticos e nutracéuticos, suplemento nutricional na aquicultura e alimentacéo
animal, biomateriais, biorremediacdo de metais pesados, aguas residuais e avaliacédo
de risco ecotoxicologico (KRAJCOVIC; VESTEG; SCHWARTZBACH, 2015). Além da
producdo de metabdlitos, ela também é til na producao de biocombustiveis e biogas
(KHATIWADA; SUNNA; NEVALAINEN, 2020) e é um dos poucos organismos
capazes de produzir, simultaneamente, antioxidantes junto com ésteres de cera,
fitotoxinas e acidos graxos poliinsaturados. Os lipidios de Euglena séo ricos nesses
acidos graxos poliinsaturados, os quais tém inimeras aplicacbes médicas: prevencéao
e tratamento de cancer, controle do colesterol e da pressao arterial, prevencao de
doencas cardiovasculares, auxiliam no desenvolvimento cerebral e sdo essenciais na
nutricdo infantil (KOTTUPARAMBIL; THANKAMONY; AGUSTI, 2019).

Euglena gracilis também € capaz de tolerar uma ampla faixa de concentracao
de contaminantes, crescendo sob condicfes 4cidas e radiacdo ionizante, além da sua
capacidade em sequestrar metais pesados. Todas essas caracteristicas tornam E.
gracilis atil na biorremediacéo de agua poluida contendo niveis elevados de fosfatos,
carbono organico, nitrogénio, cadmio, cromo, mercurio, chumbo, uranio e zinco
(GISSIBL et al., 2019).
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5.4 Prospeccao tecnoldgica — busca de patentes

A realizacdo de um levantamento de patentes € importante e interessante pois,

segundo Kupfer e Tigre (2004):

A prospeccao tecnoldgica pode ser definida como um meio sistematico de
mapear 0s desenvolvimentos cientificos e tecnolégicos capazes de
influenciar de forma significativa uma inddstria, a economia ou a sociedade
como um todo (KUFPER e TIGRE, 2004).

Dessa forma, a busca de patentes, que também é conhecida como prospecc¢ao
tecnologica, pode identificar as mais novas tecnologias emergentes e o quanto elas
podem ser benéficas para a sociedade e 0 meio ambiente, de uma forma geral. Além
disso, também permitem ampliar o conhecimento nas universidades e a inovacdo nas
empresas.

Neste trabalho, a busca de patentes foi realizada na base de dados WIPO,
conforme descrito em metodologia. Colocando-se o termo de busca “microalgae”
foram identificadas 3643 (trés mil seiscentas e quarenta e trés) patentes, no periodo
de 2017 a 2022. O grafico abaixo, representado pela figura 16, ilustra a evolucéo das

patentes durante estes anos.

Figura 16 - Quantidades de patentes depositadas no periodo de 2017 a 2022, colocando-se
o termo de busca “microalgae” na plataforma WIPO.
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Pelo grafico acima, € possivel observar que o ano de 2019 se destacou,
contabilizando 789 patentes depositadas, seguido de 2021 com 766. O ano de 2022

€ 0 que apresenta, ainda, o menor numero de depdsitos, mas estes dados foram
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obtidos somente até a data de 05/06/2022, sendo provavel que até o final do ano, este
namero tenha aumentado.

Dessas 3643 patentes depositadas no periodo de 2017 até metade de 2022,
foram analisadas as que mais condiziam com os assuntos abordados no presente
estudo, ou seja, patentes referentes ao uso de microalgas relacionadas a
biorremediacdo de areas contaminadas. Com relacdo a este assunto, 0 nimero de
patentes depositadas cai para 178, considerando o mesmo periodo. O grafico abaixo
mostra esses resultados (Figura 17).

Figura 17 - Quantidades de patentes de interesse depositadas no periodo de 2017 a 2022,
utilizando o termo de busca “microalgae” na plataforma WIPO. Essas patentes de interesse

correspondem a aplicagdo de microalgas em processos de biorremediagéo.

70 66

@
o

o
(=)

38

IS
=)

35

w
(=)

24

[he]
o

Numero de patentes

11

=y
(=)

o

2017 2018 2019 2020 2021 2022
Ano de deposito

Fonte: Autora, 2022.

Excluindo-se o0 ano de 2022, pois os dados se referem as patentes analisadas
somente até metade do ano, nota-se uma evolucéo crescente com o passar dos anos
acerca da quantidade de depdsitos de patentes no assunto de interesse. Logo, 0 ano
de 2021 foi o que mais apresentou registros de patentes, correspondendo a 66
depdsitos. Entretanto, quando analisamos em termos de porcentagem, considerando
as quantidades de patentes de interesse que foram depositadas em relagdo a
guantidade total de patentes no mesmo periodo, essa visualizagdo néo é tao evidente,
como pode ser visto nos graficos abaixo. Isso mostra que, embora estejam ocorrendo,
com o passar dos anos, mais depdsitos de patentes usando microalgas, quando

analisamos a é&rea de biorremediacdo, esse numero ainda é muito pequeno,
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correspondendo a uma pequena porcentagem do total, como pode ser visto na figura
18.

Figura 18 - Representacéo da quantidade de patentes envolvendo microalgas que foram
depositadas entre 2017 e 2022, relacionando a quantidade de patentes na area de interesse
e a quantidade total, em termos de porcentagem.
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Fonte: Autora, 2022.

Novamente, em termos de porcentagem, podemos notar que o ano de 2021 foi
0 gue se destacou, até 0 momento, com relacdo as patentes da area de interesse.

Nos demais anos, percebe-se uma certa evolugcdo, mas ainda muito pequena,
sendo que as patentes abordando o uso de microalgas para biorremediacéo de aguas
e/ou areas contaminadas correspondem somente a cerca de 4% do total de patentes
depositadas que empregam o uso de microalgas.

Com relacao aos paises que mais depositaram, a China se destaca, como pode

ser visto na figura 19.
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Figura 19 - Paises nos quais as patentes de interesse foram depositadas.
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Conforme mostrado no grafico acima, somente a China detém 152 depdésitos
dentre os 178 aqui analisados. Em segundo lugar aparece a Republica da Coreia com
11 patentes, seguida de Estados Unidos e india com 3 patentes cada um. Os demais
paises contam com apenas 1 e 2 registros no periodo de 2017-2022 com relacéo ao
uso de microalgas em processos de biorremediacéo.

Alba, Suguimoto e Morioka (2021), ao analisarem patentes envolvendo
microalgas, também verificaram que o continente asiatico se destacou com relacao
ao numero de patentes depositadas e a China liderou o ranking, com 45% dos
depasitos.

Da mesma forma, Pessba et al. (2021), ao realizarem uma busca de patentes
sobre o0 uso de microalgas para tratamento de efluentes viram que, do total de
documentos analisados, o0 maior nimero também pertenceu a China, correspondendo
a 65%, seguido pela Coreia do Sul com 15%. Entretanto, embora o desenvolvimento
tecnoldgico de patentes seja principalmente oriundo da China, ela ndo se destaca tdo
evidentemente assim em publicacdes cientificas, mostrando que suas patentes sdo
mais focadas em aplicacdes de mercado (GARRIDO-CARDENAS et al., 2018).
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O que pode justificar o destaque da China em relacédo ao niumero de patentes
sao as leis de patentes do pais, que passaram por algumas mudancas nos ultimos
anos, incluindo medidas para fomentar a biotecnologia local. O Estado passou a
apoiar fortemente a ciéncia e tecnologia e, assim, foram emergindo diversas
inovacbes e, consequentemente, o0 patenteamento também foi crescendo
significativamente (ZUCOLOTO, 2013).

Quando analisamos as patentes relacionadas aos assuntos abordados dentro
da &rea de interesse, temos o resultado mostrado na imagem abaixo, figura 20.

Figura 20 - Quantidade de patentes com 0s principais assuntos abordados dentro da area

de interesse.
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Fonte: Autora, 2022.

Como pode ser visto na Figura 20, patentes envolvendo o uso de microalgas
para biorremediacdo de aguas residuais industriais se destaca, seguido da aplicacao
no tratamento de aguas residuais domésticas, tratamento de aguas e por fim, no de
solos.

Nesse caso, foram classificadas como &guas residuais industriais aquelas
resultantes de processos industriais, quer sejam relacionadas a mineracdo, ao
tratamento de efluentes, a processos de aquacultura, a refinacdo de petrdleo, entre

outros.
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Foram classificadas como aguas residuais domeésticas, aquelas provenientes
de esgotos, banhos, cozinhas, entre outros.

Como tratamento de agua, foram englobadas remediacéo in situ de rios e lagos,
monitoramento da qualidade da agua, biorremediagéo de corpos d’agua, entre outros.

Os principais géneros de microalgas empregados nestes estudos que
originaram as patentes pertencem a Spirulina e Chlorella, nenhum registrado no
presente estudo. Na patente registrada por Qiang e Weixian (2019), os autores
utilizaram a cepa de Chlorella W4 capaz de remover metais pesados em corpos
d’agua, removendo altas taxas de Zn, Ni e Cr, mostrando que seu uso é adequado
para remocao de metais pesados em aguas poluidas.

Xiaodonh et al. (2021) também registraram patente com o uso de Chlorella para
remocdo de metais pesados em &agua, dessa vez utilizando Chlorella vulgaris. O
objetivo desta patente foi fornecer uma particula desta microalga a base de biocarvao
com alta capacidade de adsorcdo, longa vida util e alta eficiéncia de remocao de
metais pesados. Como resultado, viram que essas particulas de microalgas a base de
biocarvéo tém fortes efeitos de adsor¢cao em ions de Pb, Cu, Zn, Fe, Cd, Bério, Al, Cr
e Ni.

Considerando o numero total de patentes depositadas, ainda é muito baixo o
namero de patentes relacionadas a area de biorremediacdo. Dos produtos originados
de microalgas, aquele que mais se destaca com relacdo ao numero de patentes, € o
dos biocombustiveis, seguidos de lipideos e pigmentos. Com relacdo a aplicacdo
destes produtos originados das microalgas, os principais focos sdo salude, energia e
nutricdo humana (WIPO, 2016).

De uma forma geral, a aplicacdo de microalgas em processos de
biorremediacéo ainda é recente e necessita de mais pesquisas e estudos para que,
em um futuro ndo muito distante, possamos ver suas aplicacdes em escala industrial,
tornando os processos mais sustentaveis, contribuindo para o avanco da tecnologia

verde.
5.5 Aplicac¢bes industriais das microalgas
Ja foi discutido nos topicos anteriores sobre as diversas aplicacbes que as

microalgas podem ter, com base em informacdes obtidas a partir de artigos cientificos

Ou patentes.
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Como forma de complementar estas informacdes, neste item serdo mostradas
algumas aplicacdes industriais em andamento hoje em dia que fazem uso de
microalgas.

Atualmente, mais de 200 espécies de microalgas sdo cultivadas
industrialmente, seja com fins para dieta humana, producdo de biocombustiveis,
produtos farmacéuticos, biorremediacdo, ingredientes ativos de cosméticos, entre
outros. Os principais géneros séo Spirulina e Chlorella (WIPO, 2016).

No Brasil, pesquisadores do Centro de Pesquisas da Petrobras (Cenpe), em
colaboracdo com a Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), a
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e a Universidade Federal de Vicosa
(UFV) desenvolvem um estudo pioneiro no Brasil: a producédo de biocombustiveis a
partir de microalgas, para serem aplicados em escala comercial, tanto o biodiesel
guanto o bioquerosene de aviacdo — Bi0QAV (ABREU, 2021). As microalgas sdo
cultivadas, crescem, geram biomassa que € usada para se extrair o 6leo, e este 6leo
serve como matéria-prima para a producdo do biocombustivel. Além disto,
pesquisadores da Petrobras também estdo estudando a possibilidade de serem
cultivadas microalgas nas aguas oriundas do processo de producéo de petrdleo, como
uma forma de biotratamento (OLIVEIRA, 2018).

Na Florida, a empresa Algenol, se destaca na area de Biotecnologia, pois faz
uso de tecnologia de ponta para converter microalgas em produtos de alto valor e que
sejam ambientalmente sustentaveis. De acordo com informac6es retiradas do site da
empresa, extratos de microalgas sdo fornecidos com ingredientes que exercem
funcdes em cuidados pessoais, na alimentacdo, na producdo de biocombustiveis,
biofertilizantes e biorremediacdo, mas ndo citam quais espécies sdo utilizadas
(ALGENOL, 2022).

Em Israel, a empresa Seambiotic também utiliza microalgas para geracédo de
biocombustiveis e, inclusive, desenvolve uma pesquisa em parceriacom a NASA, com
0 objetivo de desenvolver uma variedade de biocombustivel, a partir de microalgas,
gue seja comercialmente viavel e que tenha um ponto de congelamento mais alto que
os demais biocombustiveis a base de plantas (KLOOSTERMAN, 2011).

Viridos, anteriormente denominada Synthetic Genomics, na Califérnia, é outra
empresa que se destaca no estudo da gendémica de microalgas com o objetivo de
produzir biocombustiveis de baixa intensidade de carbono, que poderdo ser usados

em aviacdo, caminhfes comerciais e transporte maritimo, onde visam reduzir em até
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70% as emissdes dos gases do efeito estufa. As acdes da empresa buscam
desenvolver novas ferramentas e conhecimentos em bioengenharia, de modo a criar
novos produtos e/ou processos que apoiardo uma bioeconomia sustentavel
(VIRIDOS, 2022).

Além disso, as microalgas também podem ser usadas na industria alimenticia,
pois apresentam altos niveis de proteinas, aminoacidos, pigmentos, acidos graxos,
enzimas e vitaminas. A empresa australiana Young Henrys utiliza microalgas em uma
etapa da producado de cerveja, através do incrivel “The Algae Project”. Este projeto
tem o objetivo de fazer com que o CO2, um subproduto gerado pelas leveduras no
processo de fabricacdo da cerveja, seja levado através de tubulacdes até biorreatores
nos quais acontece o cultivo das microalgas e, assim, estas possam consumir CO2z e
liberar O2 pelo processo da fotossintese, reduzindo assim as emiss@es de CO:2 para
a atmosfera. Além disso, as microalgas que serao cultivadas captando o COz2, teréo
sua biomassa transformada em suplemento alimentar para gado e também
conseguirdo reduzir as emissées de metano geradas pelo animal, sem prejudica-lo
(YOUNG HENRYS, 2022).

A empresa espanhola Neoalgae, utiliza microalgas em trés ramos:
bioestimulantes para promover uma agricultura ecoldgica, cosméticos dermatologicos
e produtos alimenticios (NEOALGAE, 2022).

Diversas microalgas também s&o utilizadas para o desenvolvimento de
produtos com propriedades terapéuticas, pois possuem a extraordinaria capacidade
de sintetizar compostos nutracéuticos, como acido docosahexaenoico — DHA, acido
araquidénico — ARA e &cido eicosapentaenoico — EPA, além de pigmentos
carotenoides como astaxantina, betacaroteno, entre outros (DERNER et al., 2006).

No Brasil, a empresa Pura Vida, com sede em S&o Paulo, comercializa
Astaxantina produzida pela microalga Haematococcus pluvialis, como um
medicamento natural com forte efeito antioxidante (PURA VIDA, 2022).

Com relacdo as microalgas usadas para remediacdo, foram mencionadas
algumas patentes no item anterior, mas ndo foram encontradas empresas que ja
utilizem em escala industrial as microalgas com o intuito de aplica-las em processos
de biorremediagdo de efluentes. O que se sabe, através de pesquisas cientificas, &
gque elas sdo capazes de realizar o processo de remoc¢édo de contaminantes, como

metais pesados, com eficiéncia, principalmente organismos do género Chlorella.
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No Brasil, estudos realizados na Embrapa mostraram que a microalga
Chlamydomonas biconvex Embrapa LBA40 quando empregada no tratamento de
efluente da indUstria da vinhaga, mostrou-se eficiente. Também est4 sendo estudado
seu potencial para uso no tratamento de material inorganico no processamento do
dendé, ou Oleo de palma, para posteriormente, ser empregada em escala industrial
(MEDEIROS, 2021).

6 CONCLUSAO

Os resultados de bioprospecdo mostraram ampla variedade de organismos
planctbnicos com potencial de aplicacdo biotecnolodgica para o tratamento dos
efluentes radioativos acidos da UDC/INB que podem ser utilizados dentro do conceito
de economia circular. Assim, podem despertar o interesse da UDC/INB no
desenvolvimento de tais biotecnologias, uma vez que esta instalacdo nuclear esta em
fase de descomissionamento; sendo o operador (UDC/INB) responsavel por acdes
gue permitam o tratamento dos efluentes gerados, dentro dos limites permitidos na
legislacao.

No presente estudo, foi encontrada uma flora de microalgas taxonomicamente
diversa em ambos os pontos analisados. Para o ponto CM, considerado um ponto
antropogénico extremo devido a ocorréncia de DAM e altas concentracfes de metais,
foram registrados 25 taxons pertencentes a 7 classes, niumero maior do que o0
registrado por outros autores em ambientes com as mesmas caracteristicas. Para o
ponto P14, foram registrados 28 taxons pertencentes a 8 classes, nimero bem
préximo ao encontrado em CM. As classes que mais se destacaram para ambos 0s
pontos foram Bacillariophyceae e Chlorophyceae.

Esperava-se que o registro de taxons em CM fosse bem inferior ao de P14
devido as caracteristicas fisico-quimicas de CM: pH &acido, elevadas concentracbes
de metais, como U, Mn, Zn, Al. No entanto, foram registradas quantidades de taxons
semelhantes para ambos 0s pontos. Isso pode estar relacionado com uma possivel
adaptacao de certas microalgas ao ambiente extremo no qual foram expostas, em
relacdo ao CM. Com relacdo a P14, ja era esperado encontrar uma comunidade

diversa de microalgas, por ser um ponto no qual a qualidade da agua € melhor.
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Das microalgas que foram registradas somente em CM, Chlamydomonas sp,
Desmodesmus sp e Botryococcus sp se destacam com relacdo a biotecnologia, pois
em busca na literatura, foi identificado que estas microalgas sdo muito usadas em
processos biotecnoldgicos de remediagdo ambiental, remocao de contaminantes de
aguas residuais, producdo de biocombustiveis, pigmentos, medicamentos, entre
outros, assim como Euglena sp, que também foi registrada em P14.

Com relagdo a busca de patentes realizadas neste trabalho, ainda existem
poucos registros sobre o uso de microalgas com fins exclusivos de biorremediagcao
ambiental, indicando ser uma area que ainda esta em crescimento, mas que se mostra
bastante promissora para um futuro proximo. Dos estudos que originaram as patentes,
0S géneros de microalgas que se destacaram foram Spirulina e Chlorella, nenhum
registrado no presente estudo.

Por fim, no que diz respeito as atuais aplicacdes industriais que fazem uso das
microalgas em seus processos com o objetivo de gerar produtos de alto valor, pode-
se afirmar que ainda é um mercado com obstaculos, principalmente na questdo de
escalabilidade para serem aplicadas comercialmente. Entretanto, jA4 existem
empresas consolidadas no mercado de biocombustiveis, nutricdo, producdo de
cosmeéticos, mostrando ser uma area com iniumeros desafios, mas com perspectivas
promissoras e 0 mais importante: ambientalmente sustentaveis.

Uma vez que a comunidade de organismos plancténicos pode ser substituida
ao longo do tempo, uma sugestao para continuidade deste estudo de bioprospeccéo
fosse o isolamento e cultivo destes organismos constituindo-se uma colecao para
posterior avaliacdo de bioensaios, a fim do desenvolvimento de biotecnologia aplicada

ao tratamento de drenagem acida em minas de uranio.
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