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Resumo

A qualidade de vida na Terra esta intimamente ligada a qualidade global do ambiente, mas os
residuos resultantes da atividade humana tém-se tornado um problema que exige uma solugao
urgente. Surge assim uma grande necessidade de técnicas de remediagio com uma boa relagao
custo-beneficio. A Biorremediagao - processo pelo qual organismos vivos, normalmente plantas ou
microrganismos, sao utilizados para reduzir ou remover poluentes do ambiente - vem dar resposta
a esta necessidade, uma vez que o seu custo € baixo, as técnicas utilizadas sao simples e é bem
aceita pelo publico (uma vez que é um processo natural) em comparagao com as técnicas
tradicionais de remediagao.

O objetivo desta monografia é fazer entio uma revisio dos aspetos gerais da

biorremediagao, potenciais usos e principais limitagoes.

Palavras-chave - Biorremediagao, fitorremediagao, poluentes, Organismos Geneticamente

Modificados (OGMs) ao emprego da Biorremediagao.

Abstract

The quality of life on Earth is linked inextricably to the overall quality of the environment.
However, waste products resulting from human activity, have recently become a serious problem
that demands an urgent solution. This has created an urgent need for a remediation technique that
is both effective and not too costly. Bioremediation - the process by which living organisms, usually
plants or microorganisms, are used to decrease or remove environmental pollutants - responds to
this need, since it uses techniques that are both simple and low-cost and is generally well accepted
by the public (since it is a natural process) when compared with traditional remediation
techniques.

The main goal of this monograph is to review the general aspects of bioremediation, its

potential uses and major limitations.

Keywords - Bioremediation, phytoremediation, pollutants, Genetically Engineered Microbes

(GEMs) for Bioremediation purpose
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. Introducio

Produtos toxicos resultantes da atividade humana tém sido sempre motivo de preocupagao.
Hoje, estes desperdicios vao desde esgotos urbanos a residuos nucleares. Durante muitos anos, a
solugao passou pela escavagao de um buraco e o despejo desses materiais para aterros. Hoje, este
meétodo tornou-se insuficiente. Os materiais toxicos destes aterros comecaram a infiltrar-se nas
fontes de agua e em areas importantes para a vida humana. Este problema encontrou solugao na

Biorremediacao (Hornung, 1997)

Muitos dos contaminantes ambientais e/ou seus produtos de degradagao resultam em
efeitos nocivos e/ou mutagénicos aos organismos vivos, podendo levar a eliminagao seletiva de
individuos e acarretar modificagoes na estrutura ecolégica e funcional da comunidade biologica e
por estas razoes, ha atualmente uma grande preocupagao em se desenvolverem biotecnologias

para descontaminar ambientes poluidos.

Biorremediagao é entao o modo da natureza se limpar a ela propria. Neste processo, o
local contaminado é exposto a um exército de microrganismos que transformam o contaminante
numa substancia segura (como diéxido de carbono e a agua) recorrendo ao uso de actividade

biolégica natural. (Gaylarde et al., 2005)

A biorremediagao consiste assim na transformagao ou degradagao de contaminantes em
substancias quimicas nao-toxicas ou menos toxicas que a molécula original. Varios organismos
podem ser usados para esta técnica, como plantas, algas e fungos, mas o agente favorito sao as

bactérias. (Hornung, 1997)

Esta técnica estd se a tornar a tecnologia de escolha para a remediagao de muitos
ambientes contaminados. Nas ultimas décadas, varias tentativas tém sido feitas no sentido de
aumentar a capacidade biodegradativa da natureza, com o objectivo de atingir em larga-escala uma

efetiva e barata restauragao ambiental. (Mabik, 2004)

Existe uma grande variedade de tecnologias para tratar desperdicios téxicos.As tecnologias
usadas tém em consideragao diversos factores, como as condigoes do local a tratar, o tipo de
microrganismos ai existentes ou o tipo, a quantidade e a toxicidade dos contaminantes. De acordo

com estas caracteristicas escolhe-se o método mais adequado a cada situagao (Mashi, 201 3).

Antes da implementagao de um processo de remediagao, estudos multidisciplinares tém
que ser feitos, uma vez que é necessario conhecimento de varios campos para a correta aplicagao

destas técnicas.
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2. Visao Interdisciplinar

A implementagao de processos de remediagao num ambiente contaminado requer a
conducdo de um estudo detalhado, com uma visao interdisciplinar, envolvendo areas como

microbiologia, biologia quimica, biologia molecular, quimica organica e analitica e engenharia.

Por exemplo, é necessiario o conhecimento aprofundado das carateristicas quimicas da
molécula que se pretende eliminar, uma vez que a estrutura quimica influencia varios aspetos do

metabolismo bioldgico. (Gaylarde et al., 2005).

O grau de toxicidade de uma molécula esta relacionado com a sua estrutura molecular. A
estrutura molecular define o tipo e a intensidade de interagio com diferentes componentes e

metabolitos intracelulares, que podem ocasionar efeitos citotoxicos e /ou mutagénicos.

Outro factor importante relacionado com a estrutura molecular é a biodisponibilidade da
molécula. Muitos dos poluentes tém carater apolar, o que nao é compativel com os sitios de
entrada e transportadores de membrana celular, indisponibilizando-os, desta maneira, para o
metabolismo intercelular. Alguns microrganismos contornam este obstiaculo produzindo
surfactantes. A busca de biossurfactantes que possam ser utilizados como aditivos em solos
contaminados com compostos pouco sollveis é hoje uma das linhas em grande desenvolvimento
nas pesquisas de biorremediagao. Outro aspeto a ser analisado € a composi¢ao quimica do

ambiente. (Gaylarde et al., 2005)

Assim, é crucial para o sucesso de qualquer técnica de biorremediagao, uma equipa
multidisciplinar, uma vez cada processo é particular e quase sempre necessita de um adequagao e
de uma optimizagao especifica para a aplicagio em diferentes sitios afetados, sendo sempre
necessario uma andlise integrada de parametros fisicos, quimicos e biologicos. Nos proximos

pontos serao discutidos alguns destes parametros.

3. Tipo de microrganismos utilizados na biorremedia¢ao

As bactérias sao geralmente preferidas, mas fungos algas e plantas também tém sido usados.
As bactérias adaptam-se e crescem em temperaturas negativas, assim como em calor extremo, no

deserto, na agua, com excesso de oxigénio e em condi¢coes aneordbicas ou na presenga de
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componentes perigosos. Os principais requisitos sao uma fonte de energia e uma fonte de carbono.
Devido a adaptabilidade dos microrganismos e outros sistemas biologicos, estes podem ser usados

para degradar ou remediar ambientes contaminados (Vidali, 2001).

Apesar de tudo isto, o uso de plantas para descontaminar o ambiente também é muito
frequente. Assim, as técnicas mais usadas, utilizam como organismos remediadores as plantas

(fitorremediagao) e bactérias (biorremediagao):

3.1 Fitorremediacao

Uma técnica in situ que faz uso de organismos vivos ¢é a fitorremediagao, que utiliza plantas
e comunidades microbianas associadas a rizosfera para degradar, isolar ou imobilizar poluentes no
solo e nas aguas subterraneas — técnica atraente pelo baixo custo, natureza nao destrutiva e
estética agradavel. (Marques et al., 2006)

A fitorremediagao tem por base a fisiologia vegetal, a bioquimica do solo e a quimica dos
contaminantes, promovendo a reabilitagao da estrutura e da ecologia do solo.As plantas também
mantém a estrutura do solo, garantindo trocas gasosas e o desenvolvimento dos microrganismos,

inclusive os biorremediadores. (Marques et al.,2010)

Tendo em vista que nem todas as espécies vegetais se desenvolvem em ambientes
contaminados, o primeiro passo € a identificacao das espécies que, além de apropriadas as
condigoes locais, sejam tolerantes ao contaminante. Este screening pode ser feito por meio da
avaliagao da taxa de germinagao e do crescimento na presenga de concentragoes crescentes do

contaminante no solo.

O passo seguinte passa por avaliar a capacidade da planta tolerante em promover a
descontaminagio do solo. A eficiéncia do processo é medida em fungao da redugao do
contaminante no solo a concentragoes abaixo dos valores de referéncia e tempo requerido.

(Marques et al., 2006)

Existem 5 técnicas de Fitorremediacao:

a) Fitoextracc¢ao ou Fitoacumulagdao: é um processo pelo qual as plantas
acumulam contaminantes nas raizes, rebentos e folhas. Esta técnica tira baixos niveis de

contaminantes numa grande area contaminada;
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b) Fitotransformacio ou Fitodegradacio: refere-se a remoc¢ao de componentes
organicos do solo, sedimentos ou agua e subsequente transformagao em componentes menos

nocivos;

c) Fitoestabiliza¢do: as plantas reduzem a mobilidade e migracao do solo
contaminado. Através da sua absorcao e ligagao a estrutura da planta, forma-se uma massa estavel,

que garante que os contaminantes hao vao reentrar no ambiente;

d) Rizodegradacdo: Passa pela quebra do contaminante através da atividade
existente na rizosfera. Consiste numa relagao simbiotica, que recorre a microrganismos que obtém

os nutrientes que necessitam enquanto conferem um ambiente mais saudavel as plantas;

e) Rizofiltragdo: é uma técnica de remediagao aquatica que envolve a remogao de

contaminantes pelas raizes das plantas. (Mashi, 2013)
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Figura | - Representagao de processos de Fitorremediagdo. (Adaptado de Mashi, 201 3)

3.2 Biorremediacgio

O sistema metabolico que se tem mostrado mais apto para biodegradar contaminantes é o
microbiano, uma vez que os microrganismos desempenham a tarefa de reciclar a maior parte das
moléculas da biosfera, participando ativamente dos principais ciclos biogeoquimicos e,
representando portanto, o suporte de manutencao da vida na Terra. Esta extraordinaria diversidade
metabolica deve-se a combinagao do potencial genético individual das diferentes espécies, com
enzimas e vias metabolicas que evoluiram ao longo de bilhdes de anos, e a capacidade de
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metabolismo integrado apresentada pela comunidade microbiana em conjunto: produtos do
metabolismo de um microrganismo pode ser substrato para outro. (Gatlarde et al., 2005)

No entanto é necessario que também as condigdes do meio sejam as ideais para os
processos ocorrerem, uma vez que as caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais do meio
externo e o compartimento intracelular microbiano estao estritamente relacionadas. Mesmo que
um sistema microbiano possua todos os requisitos bioquimicos e genéticos necessarios para a
degradacao, se as caracteristicas fisico-quimicas e componentes nutricionais do meio nao condizem
com as necessidades metabdlicas do microrganismo, a biodegradagao nao ocorrera. (Gaylarde et

al., 2005).

Assim, quer os fatores fisicos e quimicos quer os fatores biologicos, tém que ser estudados

na implementagao de um processo de remediagao:

3.2.1 Fatores fisicos e quimicos

Os principais parametros fisicos que influenciam na degradagao sao: natureza fisica da
matriz onde o composto é encontrado (solo, agua, sedimento), temperatura e luz. Por exemplo, nas
regioes temperadas do globo, a atividade metabdlica de microrganismos pode ser reduzida em
funcao das baixas temperaturas médias anuais, reduzindo, consequentemente, a taxa de degradacao
de poluentes nestas areas.

Diversos fatores quimicos podem influenciar, acelerando ou reduzindo, a taxa de
degradagao de um poluente. Entre estes fatores incluem-se a composi¢cao quimica da matriz
ambiental, que define a capacidade nutritiva, o pH, humidade, teor de oxigénio dissolvido, o

potencial redox do meio e a composigao e estrutura quimica do poluente. (Gaylarde et al., 2005)

A presenca de outros contaminantes de estrutura simples pode também dificultar o
metabolismo de moléculas mais complexas, pois a comunidade microbiana direciona o seu

metabolismo para degradar, preferencialmente, os menos complexos. (Gaylarde et al., 2005)

Um exemplo da importancia das condigoes do meio na biodegradagao é a presenga ou
auséncia de oxigénio: os géneros Pseudomonas, Alcaligenes, Sphingomonas, Rhodococcus e
Mycobacterium, reconhecidas pelo seu potencial biodegradativo de pesticidas e derivados de

petroleo, s6 sobrevivem na presenca de oxigénis. (Vidali, 2001)
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3.2.2 Fatores biolégicos

A biodegradagao de um composto quimico no meio ambiente depende, sobretudo, da
presenca de uma populagao de microrganismos capaz de metabolizar a molécula original e seus
produtos de degradagao (Vidali,2001)

A biodegradagao é mais provavel quando a estrutura quimica do composto poluente é
semelhante a estrutura de moléculas naturais. As enzimas que catabolizam a degradacao de
compostos naturais podem apresentar baixa especificidade pelo seu substrato e, desta maneira, os
contaminantes com estrutura quimica semelhante a compostos naturais podem ser reconhecidos
pelo sitio ativo da enzima, possibilitando, assim, que sejam quimicamente transformados. (Vidali,

2001).

Quando o poluente tem a possibilidade de percorrer todos os passos cataliticos de uma
determinada rota catabdlica enzimatica, provavelmente torna-se uma possibilidade nutritiva para o
microrganismo, sendo os produtos da sua degradagao aproveitados pelo seu metabolismo
construtivo e energético. Porém, quando o composto ¢ apenas parcialmente degradado, por agao
de uma ou mais enzimas de uma rota catabdlica sem que o produto resultante contribua para a

«

sobrevivéncia do microrganismo, esta transformagao metabdlica é denominada de “co-

metabolismo”. (Gaylarde et al., 2005).

O produto do co-metabolismo, muitas vezes, pode servir de substrato para transformagoes
enzimaticas de outras espécies microbianas, possibilitando a degradacio completa do

contaminante. (Gaylarde et al., 2005).

Um exemplo de um processo de remediagao que tira proveito das condi¢goes de adaptagao

e da diversidade metabdlica dos microrganismos é a biorremediagao de Cobre (Cu).

O cobre é um micronutriente essencial para todos os seres vivos, porém em grandes
concentragoes pode causar sérios problemas ambientais para os seres humanos (como cancro e
até mesmo a morte). Para organismos como plantas, fungos e bactérias, concentragoes elevadas de
cobre, promovem uma pressao de selegao, mantendo somente os organismos resistentes neste

local contaminado. (Andreazza et al., 2013)

Para sobreviver em concentragoes elevadas deste metal, os microrganismos desenvolveram
mecanismos de resisténcia. Estes mecanismos incluem a redugao do transporte do cobre,
complexagao pelos componentes celulares e acumulagao de Cu internamente na célula. (Andreazza

etal,2013)
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Concentragoes elevadas de ides de cobre no ambiente exercem uma pressao de selecao
promovendo a sobrevivéncia de microrganismos que tenham determinantes genéticos para a
resisténcia ao metal. Como exemplos, a bactéria Desulfovibrio spp. complexa o cobre pela produgao
de sulfato, reduzindo o potencial toxico do cobre para a bactéria, ao passo que a Klebsiella
pneumoniae tem uma adaptagao transitoria fisiologica e a Escherichia coli tem um aumento de

proteinas na membrana, provavelmente envolvendo o transporte do cobre. (Andreazza et al., 2013)

4. Implementac¢io de um processo de Biorremediacao

A biorremediacao é uma tecnologia complexa e a sua implementagao ocorre em etapas,
que compreendem o estudo do ambiente, do tipo de contaminante, dos riscos e da legislagao
pertinente. Em primeiro lugar, é necessdrio uma caracterizagao do tipo e da quantidade poluente
bem como avaliagoes de natureza bioldgica, geologica, hidrologica, do sitio contaminado. (Gaylarde,
2005)

Algumas técnicas de tratamento envolvem a adigdo de nutrientes para estimular ou
acelerar a actividades de microbios naturais do ambiente. Optimizar as condi¢des ambientais vai
potenciar o crescimento de microrganismos e aumentar a populagao, resultando numa degradagao
de substincias contaminantes aumentada. No entanto, os microrganismos necessarios para
remover um determinado contaminante podem nao estar naturalmente presentes nesse sistema,
chamando se assim de microrganismos exégenos, que podem ser introduzidos no sistema. (Mabik,

2004)

Existem 3 processos de biorremediagao:

- Biotransformacao - Alteragao de moléculas contaminantes em moléculas menos toxicas

ou inofensivas;

- Biodegradacdo - Ocorre a quebra de substancias organicas em moléculas organicas mais

pequenas ou moléculas inorganicas;

- Mineralizagdo - Biodegradagao completa de materiais organicos em materiais inorganicos

tais como o didxido de carbono e a agua. (Hornung, 1997)

Estas trés classificagdes podem ocorrer in situ (no local da contaminagao) ou ex situ (os

contaminantes sao levados do local e tratados num outro local).

Existem vantagens e desvantagens quer para a estratégia in situ quer para a ex situ.
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Estratégias ex situ removem os contaminantes dos sitios e colocam-nos num ambiente
controlado. Este ambiente permite uma monitorizagao mais facil e manutengao das condigoes e
progressos, tornando o processo mais rapido. No entanto, esta remogao dos contaminantes do
local contaminado consome tempo, € cara e potencialmente perigosa. No processo de trazer os
contaminantes a superficie, os trabalhadores e o publico geral tém exposicao aumentada aos

materiais toxicos. Existem varias técnicas para facilitar a bioremediagao ex situ:
- O solo pode ser escavado e transportado para um bioreactor;

- A lavagem do solo é um outro método: a agua é empurrada através dos contaminantes e

depois transferida para um briorreactor para tratamento;

- A ventilagao do solo também pode igualmente ser usada, onde o ar é forgado através da
regiao contaminada e depois o ar com poluentes é transferido para um reactor. (Leung,

2004)

Os métodos de extragao de contaminantes dependem da natureza do poluente em

questao. (Hornung, 1997)

A adogao deste procedimento pode resultar num aumento consideravel do custo do
processo, porém, nao obstante a essa desvantagem, é possivel controlar, com maior facilidade, as

condicionantes do meio que sao consideradas os fatores-chave utilizados no tratamento dos solos;

(Leung, 2004)

As técnicas ex situ podem também servir para se fazer um estudo controlado, de modo a
que se projetem técnicas de remediaciao em grandes areas contaminadas (in situ), de maneira a
serem evitadas possiveis consequéncias, como a adicao desnecessaria de bactérias ou nutrientes.
Um exemplo de uma técnica ex situ aplicada com este fim é a descontaminagao ambiental do

pesticida endosulfan.

Amostras de solo foram analisadas e tratadas através da adigao de bactérias que nao se
encontravam presentes no ambiente normal. As condigdes ambientais do solo foram simuladas
num biorreator. A remogao completa do endosulfan foi observada ao longo de 25 dias e os
residuos da sua degradagao desapareceram completamente apos 30 dias. (Greeshma, Namasivayam,

2016)

Este estudo permitiu extrapolar da escala do biorreactor (técnica ex situ) para aplicagao
numa larga area escala e concluir que a biorremediacao deste pesticida pode ser realizada in situ,
nas camadas superficiais e subsuperficiais, através da técnica de bioaumentagao, com a adigao das

bactérias necessarias para a degradacao do endosulfan. (Greeshma, Namasivayam, 2016)
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As estratégias in situ apresentam a vantagem de nao requerem a remogao dos
contaminantes do local de contaminagao, e para se esse objectivo, sao usadas técnicas de

Bioestimulacao ou Bioaumentagao.

Algumas tecnologias de tratamento envolvem entao a adigao de nutrientes para estimular
ou acelerar a actividade de microrganismos endégenos. Optimizar as condigoes ambientais vai
aumentar o crescimento de microrganismos e aumentar a populagao microbiana, resultando numa

degradacao de substancias perigosas aumentada. (Mabik, 2004)

Bioestimulagao ¢ a adicao de nutrientes, oxigénio ou outros aceitadores ou dadores de
electroes ao local, com o objetivo de aumentar a populagao ou atividade natural dos

microrganismos proprios do local. (Leung, 2004)

No entanto, se a atividade bioldgica necessdria para degradar um contaminante especifico
nao esta presente no local, microrganismos adequados de outos locais, chamados microrganismos

exdgenos, podem ser introduzidos no sistema. (Mabik, 2004)

Bioaumentagao é adigao de microrganismos que podem biotransformar ou biodegradar
contaminantes. A vantagem da biorremediagao in situ é que nao ha necessidade de extragao dos

contaminantes, resultando em menos exposicao dos trabalhadores, e é também menos dispendiosa.

(Leung, 2004)

Na remogao de pesticidas (um poluente que tem despertado grande preocupagao nos

ambientalistas) pode ser usada a técnica de bioaumentagao.

Microrganismos, como bactérias dos géneros Nocardia e Pseudomonas ou fungos
filamentosos, como Aspergillus fumigatus e Rhizopus stolonifer tém sido utilizados na degradagao
destes compostos em solos ou efluentes. Assim, quando ha uma contaminagao com pesticidas,

estas espécies com potencial remediador reconhecido podem ser adicionadas ao local poluido.

(Pereira, Freitas, 2012)

As técnicas de remediagao, quer sejam in situ ou ex sito, apresentam muitas vantagens que
justificam o seu uso, como por exemplo, capacidade de remover um contaminante e um custo

baixo. No entanto, apresentam também algumas desvantagens, que limitam a sua aplicagao.
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5. Potenciais Beneficios e Limitag6es da Biorremediagao

5.1 Potenciais Beneficios da Biorremediacao

Varios aspetos da Biorremediagao tornam-na uma escolha atraente. A biorremediagao tem
varias vantagens em relagao a outras abordagens,e é frequentemente usada em combinagao com

outras solugoes. (Mashi, 2013). Algumas das suas vantagens sao:

» A biorremediagao € um processo natural e, portanto, € aceite como um processo seguro. Os
microbios sao capazes de degradar os contaminantes a substancias inofensivas que nao sao

prejudiciais para o meio ambiente, tais como o didoxido de carbono, agua e biomassa celular;

Incineracio

Aterro

- Biorremediacao in-situ

. | I I |
- 1 T 1
0 820 1640 2460

Custo do tratamento por m’ de solo (délar)

Tipo de tratamento de solo

Figura 2 - Comparagao entre os custos do tratamento de solos empregando diferentes técnicas de remediagao

(Adaptado de Andrade et al.,, 2010)

+ Biorremediagao transforma poluentes, em vez de simplesmente mové-los de um meio para o
outro. Por exemplo, no passado, alguns solos poluidos foram despejados em aterros, caso em
que o poluente nao foi destruido, mas apenas transferidos e o problema sé6 foi adiado; (Mashi,

2013)

« A anilise da Figura | permite observar que a biorremediagao ¢ a técnica que apresenta o custo
de tratamento mais baixo quando comparado as demais. A incineragao caracteriza-se por
apresentar custos maiores relacionados ao tratamento de solos e, consequentemente, a

inviabilidade do processo, dependendo do volume de solo a ser tratado; (Andrade et al., 2010)
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» A Biorremediagao pode ser in situ, o que possibilita ndo causar disfungdes major em atividades
normais. Isto elimina a necessidade de transportar os desperdicios e as potenciais ameagas a

salde humana e ambiental, que podem surgir durante o transporte; (Vidali, 2001)

5.2 Limita¢Ges da Biorremediagao

Ainda que a biorremediagao se mostre promissora, existem outras preocupagoes que
tornam esta tecnologia menos favoravel. Existe um numero de desvantagens associadas a
biorremediagao e é necessaria mais pesquisa nesta area para aperfeigoar a tecnologia. As principais

limitagOes sao:

» Transformagao incompleta - Existe a possibilidade que os contaminantes nao sejam
completamente transformados em substincias inocuas. Ha a preocupagao que os produtos de
degradagao possam ser ainda mais persistentes ou téxicos que a molécula original. Nao existe

garantia que todos os contaminantes sao transformados em componentes seguros;

» Os processos biologicos sao muito especificos. Em ordem ao organismo reduzir com sucesso os
niveis de poluentes, as suas condigoes de crescimento devem ser determinadas e mantidas. A
presenca de populagdes microbianas metabolicamente capazes, ambiente adequado as condigoes
de crescimento, niveis apropriados de nutrientes e os contaminantes devem ser cuidadosamente
monitorizados. O controlo destas condi¢oes € dificil, particularmente porque as condigoes

variam de local para local; (Mashi, 2013)

« A biorremediaciao esta limitada aos compostos biodegradaveis. Nem todos os compostos sao

susceptiveis de rapida e completa degradagao;

« E dificil extrapolar de estudos escala-piloto a operagées no campo;

7

» E necessaria pesquisa para desenvolver as tecnologias apropriadas para locais com misturas

complexas de contaminantes;

7

e« E um processo mais demorado que as restantes opgoes de tratamento, como escavagao e

remogao de solos ou incineragao. (Vidali, 2001)
Outros problemas podem ser também:
* A poluicao geralmente envolve varios compostos, de diferentes classes quimicas, requerendo a

selecao e utilizagao de diferentes microrganismos com metabolismo especifico para os diferentes

poluentes;
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* Quando as concentragoes dos poluentes siao baixas, os microrganismos podem nao produzir as

enzimas necessarias; quando sao muito altas, os microrganismos podem ser inibidos;

* Alguns dos poluentes presentes podem ser incompativeis com o processo de biorremediagao

implementado;

* Alguns compostos sao rapidamente adsorvidos pelo solo, sedimento e/ou agua, diluindo-se abaixo
do nivel exigido para a ativagao da biodegradagao, contudo permanecendo ainda em concentragoes

acima da desejavel;
« A taxa da biorremediagao pode ser muito baixa, resultando em um processo de longa duragao.

Alguns dos problemas acima relatados podem ser superados através do uso de Organismos
Geneticamente Modificados (ou Genetically Engineered Microorganisms, ou GEMs, em inglés).

(Gaylard et al., 2005)

6. Organismos Geneticamente Modificados (OGMs) ao emprego da Biorremediacao

6.1 Potencial e vantagens do uso de OGMs

Ainda que as técnicas de biorremediagao paregam muito promissoras, muitas vezes os
contaminantes ou o conteudo do local contaminado também siao tdxicos para o organismo
envolvido no processo de biorremediagao. Este problema pode causar dificuldade em manter uma
taxa de remediagao alta. Uma solugao para estas limitagoes passa entdao pelo o uso de OGMs que
sao resistentes as condigoes extremas do local contaminado e tém também propriedades de
biorremediacao.

Por exemplo, a radiagao é prejudicial para a maioria das formas de vida, incluindo a maioria
das bactérias. No entanto, existe uma espécie de bactéria, Deinococcus radiodurans, que é resistente
a danos por radiagao. Se os genes para a redugao de metais puderem ser transferidos para esta
espécie radiagao-resistente ou os genes radiagao-resistente puderem ser transferidos para
bactérias metais-redutoras, o OGM resultante iria ser mais eficiente em processos de

biorremediagao em locais de fugas de metais radioactivos. (Leung, 2004).

Este é apenas um exemplo de uma espécie bacteriana a ser estudada pela a sua capacidade
de resistir a condigoes extremas. Por exemplo: Bacillus infernus pode resistir a altas temperaturas, e
Methanococcus jannaschi pode resistir a altas pressoes (até 230 atm) em adigao a temperaturas
elevadas. (Leung, 2004). Outras manipulagoes genéticas podem passar por alterar a velocidade de
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passos limitantes em vias metabdlicas conhecidas, através do aumento da taxa de degradagao ou
integracao de novas vias metabdlicas para a degradagao de compostos anteriormente

recalcitrantes. (Sayler; Ripp, 2000)

6.2 Problemas relacionados com os OGMs

E assumido que os OGMs apresentariam um baixo nivel de “performance” devido as
exigéncias energéticas extra, impostas por elementos genéticos introduzidos por engenharia, e
seriam, portanto, incapazes de competir em condi¢oes do mundo real.

Apesar de numerosos estudos terem mostrado que a sobrevivéncia de OGMs no ambiente
nao é problematica, um numero igual tem chegado a conclusio que a sua sobrevivéncia é

dificilmente previsivel. (Sayler; Ripp, 2000)

Um dos problemas principais dos OGMs é a instabilidade de seus genes exogenos,
principalmente quando inseridos em forma de plasmideos. Quando esta instabilidade é devido a
segregacao deficiente, ou seja, parte da populagao gerada apds um ciclo de divisao celular pode nao
ter o plasmideo, o problema pode ser superado com a insercao dos genes de interesse no
cromossoma bacteriano, mediante o uso de transposoes. No entanto, a insergao de novos genes
no cromossoma de um microrganismo pode ter efeitos inesperados, como interferéncia na
regulagao de outras vias metabolicas, acarretando, por exemplo, o aumento da produgao de toxinas
ou inativacio da expressio de outras propriedades de interesse. E necessario que o microrganismo
seja construido de maneira que seus efeitos no meio ambiente sejam minimos e/ou seu tempo de

sobrevivéncia seja limitado. (Gaylarde et al., 2005)

6.3 Contencao fisica dos OGMs

Para que os efeitos dos OGMs no ambiente seja minimo é necessario que existam métodos
que possibilitem o seu controlo.

Um dos modos de conter os OGMs é projeta-los para que sejam susceptiveis de
contengao bioldgica. Uma solugao passa ou por construir OGMs que apenas consigam permanecer
viaveis nas condi¢oes ambientais para as quais foram concebidos (isto &, apenas na presenga de um
contaminante especifico) ou por incluir nos OGMs mecanismos de auto-destruicao (genes
suicidas) que podem ser induzidos quando for necessario erradicar a populagio de OGMs. Estas

estratégias, até ao momento presente, nao podem garantir total eliminagao do OGMS, apos
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introdugao no ambiente, e podem representar um grande risco, mais relacionado com o potencial
de transferéncia de genes do que propriamente com o processo de Biorremediagao. (Sayler; Ripp,

2000)

Um exemplo de uma técnica de contengao fisica sao entao os eventos geneticamente

programados, que envolve o uso de elementos suicidas. O problema do uso desta técnica a é que

pode sobreviver até | em 10% células por geracao, devido as taxas de mutagoes normais. Calculos

mostram que um nivel de confinamento satisfatério é atingido somente quando os organismos
modificados carregam 8 mecanismos suicidas separados, cada qual com um tipo de controlo

diferente.

Contudo, um outro problema surge. Pesquisas mostram que o DNA de OGMs, mesmo o

libertado ap6s a morte das células, pode ser transferido para outras células. (Gaylarde et al., 2005)

6.3.1 Métodos de Controlo dos OGMs

Uma das criticas mais comuns da biorremediagao é a incapacidade de se documentar a
eficacia de um processo de remediagao de longa duragao, sem a utilizagao de métodos de analise
caros, como a cromatografia gasosa/espectrometria de massa.

Afirma-se frequentemente que a biorremediagio é a tecnologia de tratamento
economicamente mais eficaz disponivel, custando pelo menos um ter¢o a menos do que os
métodos convencionais de incineragio ou aterro. Ao considerar a despesa adicional de
monitoramento continuo, no entanto, biorremediagao pode tornar-se uma alternativa muito menos

rentavel. (Sayler; Ripp, 2000)

A Universidade do Tennessee, em colaboragao com Oak Ridge National Laboratory, atingiu
a primeira, e até agora Unica, libertacio em campo de um OGM com fins de biorremediagao. O
OGM em questao foi a estirpe Pseudomonas fluorescens HK44. A estirpe original de qual a estirpe
HK44 foi extraida, foi isolada de uma instalacio central de gas, fortemente contaminada com

hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH).

O plasmideo catabolico de naftaleno - pUTK21- foi introduzido na Pseudomonas fluorescens,
formando a estirpe P. fluorescens HK44. Esta estirpe contem um gene [ux produtor de

bioluminescéncia, fundido dentro do promotor do gene catabolico de naftaleno.

Portanto, a exposi¢ao da estripe HK44 a naftaleno resulta num aumento da expressao do

gene catabolico, degradagao naftaleno e uma resposta bioluminescente coincidente.
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A finalidade deste esquema de engenharia foi desenvolver um OGM capaz de detectar um
contaminante ambiental e responder a ele através de um sinal facilmente detectavel, tal como

bioluminescéncia.

Deste modo, a estirpe HK44 serve como um reporter para a biodisponibilidade e
biodegradagao do naftaleno, e, por meio de bioluminescéncia, pode ser usado como uma

ferramenta para a monitorizagao in situ de processos de biorremediagao. (Sayler; Ripp, 2000)

O uso do sistemas baseados no gene lux oferece varias vantagens para monitorizagao de
processos de biorremediagiao: em primeiro lugar, a bioluminescéncia é facilmente detectada e nao
requer uso de dispositivos de pesquisa caros; Em segundo lugar, a produgao de bioluminescéncia
pela estirpe HK44 nao necessita de qualquer adicao exogena de produtos quimicos ou co-factores;
Em terceiro lugar, a bioluminescéncia pode ser monitorada directamente, proporcionando um

perfil continuo em tempo real, préximo do processo de biorremediagao.(Sayler; Ripp, 2000)

Um outro estudo, realizado em 1993, utilizando igualmente uma linhagem de Pseudomonas
fluorescens modificada, passou pela adicao deste OGM no meio ambiente, para prever a sua
sobrevivéncia. Para isso, a bactéria modificada foi aplicada em sementes do trigo e vaporizada nas

folhas emergentes.As conclusoes das investigagcoes foram as seguintes:

A vaporizagao nao causou grande espalhamento do OGM nas areas locais adjacentes aos locais

de aplicagao;

P. fluorescens normal e recombinante causaram mudangas temporarias (até 69 dias) na microbiota
e na rizosfera das plantas inoculadas, mas nao no restante do solo, e os microrganismos mais

sensiveis foram os nao- formadores de esporos de crescimento rapido;

« As mudangas produzidas pela introdugdo da linhagem recombinante niao foram diferentes

daquelas causadas pela nao-recombinante;
« As perturbagoes foram pequenas, sem efeitos para o crescimento e/ou salde das plantas.

Mesmo que estes resultados sugiram que o ambiente nao tenha sido significativamente
alterado, é sempre recomendado, diante das poucas evidéncias experimentais e praticas existentes,

limitar o espago e o tempo de vida dos OGMs. (Gaylarde et al., 2005)
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7. Exemplos de aplicag¢do de técnicas de Remediagdo

7.1 Exemplo de aplicacdao da técnica de Fitorremediagao

A utilizagao de herbicidas € uma pratica comum na atividade agropecuaria e consiste numa

importante ferramenta para se alcangarem elevadas produgoes em areas extensas.
Todavia, o emprego de moléculas que apresentam longo periodo residual no solo, pode
resultar na impossibilidade de uso da area por espécies de interesse agricola, susceptiveis ao

herbicida em questao.

O sulfentrazone, recomendado para uso em pré-emergéncia na cultura da cana-de-agucar,

destaca-se como herbicida de larga utilizagao e que apresenta longo periodo residual no solo.

Residuos de sulfentrazone podem permanecer no solo por cerca de dois anos, oferecendo
risco de contaminagao a lengois freaticos e impossibilitando o cultivo de espécies susceptiveis.
Diante disto, a fitorremediagao pode representar uma opg¢ao para a descontaminagao de areas que

sofreram com intensas aplicagoes deste herbicida. (Madalao, et al. 2012)

O potencial remediador das espécies Crotalaria juncea, Canavalia ensiformis, Cajanus cajan e
Cajanus cajan para o herbicida sulfentrazone foi medido, utilizando-se o milheto (Pennisetum
glaucum) como planta bioindicadora. O mecanismo responsavel pela remediagao ainda nao esta
bem elucidado, mas, no caso da fitorremediagao de herbicidas (particularmente do sulfentrazone), a
fitodegradacdo é o mecanismo mais provavel, considerando-se a possibilidade de completa

mineralizagao do contaminante por esta via. (Madalao, et al. 2012)

Quando P glaucum foi cultivado apds C. juncea, apresentou maior ganho em biomassa e

maior altura, e os sintomas de fitotoxicidade foram menos acentuados.

C. juncea apresenta assim a maior capacidade de fitorremediar solos contaminados com
sulfentrazone, sendo assim considerada como a planta mais desejavel para efetuar fitorremediagao

dos solos contaminados com este herbicida. (Madalao, et al. 2012)
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7.2 Exemplo de aplicacao da técnica de Biorremediacao

7.2.1 Pseudomonas aeruginosa KUCdI|, um possivel candidato para biorremediacao de

cadmio

Entre os metais ou metaldides, o arsénio, cadmio, mercurio, chumbo e cromo sao
conhecidos por serem extremamente toxicos em baixas concentragoes, mesmo que nao tenham
nenhuma fungao bioldgica significativa até agora descoberta. Cadmio (Cd) causa taxa de
crescimento reduzida, fase de laténcia longa, menor densidade de células e pode até causar a
morte de bactérias em niveis inferiores a | ppm.

As bactérias podem desintoxicar metais pesados de modos diferentes. Muitas bactérias
adsorvem metais pesados na sua parede celular ou ligam ides-metalicos a proteinas. Os microbios
podem também fazer precipitar metais pesados de forma a reduzir a sua biodisponibilidade. (Sinha;

Mukerjee, 2009)

Foi encontrada uma estirpe de Pseudomonas aeruginosa KUCd | resistente a Cd, que pode
eficazmente acumular Cd, tornando esta estirpe no candidato ideal para recuperagao de um

ambiente contaminado com este metal. (Sinha; Mukerjee, 2009)

A distribuicao de Cd na célula foi investigada e o resultado mostrou que uma grande
fraccao do total acumulado de Cd intracelularmente se encontra no envelope bacteriano (84.43%),

sendo que a maior parte no periplasma (com um maximo de 55,98%). (Sinha; Mukerjee, 2009)

O citoplasma teve uma acumulagao de Cd muito baixo, cerca de 15,57% do total da

absorc¢ao. (Sinha; Mukerijee, 2009)

Nos testes realizados a Pseudomonas aeruginosa KUCd | resistente a Cd, durante a fase ativa
de multiplicagao, a estirpe apresentou capacidade de remover mais de 75% e 89% de cadmio

solivel do meio de cultura e da agua residual industrial contendo Cd. (Sinha; Mukerjee, 2009)

Pode-se concluir entao que a estirpe mostra uma grande promessa para a desintoxicagao
microbiologica bem sucedida de Cd por biorremediagao quer in situ quer ex situ, de locais

contaminados com Cd, sobre as condigoes de crescimento adequadas. (Sinha; Mukerjee, 2009)

7.2.2 Biorremediagao de solos contaminados por petroleo e seus derivados

O mundo atual esta cada vez mais dependente do petroleo e de seus derivados para a

manutencao de sua atividade industrial. O que se tem notado, nas duas Ultimas décadas, é que a
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poluicao causada por petroleo tem sido um dos principais problemas do meio ambiente. Quando
ocorre o derramamento de gasolina em solos, por exemplo, uma das principais preocupagoes € a
contaminagao das aguas subterraneas, que também podem contaminar, especialmente, os aquiferos,
que sao usados como fontes de abastecimento de agua para o consumo humano. (Andrade et al,,
2010)

Em 1975, perto de 300 mil litros de combustivel de aviao foram derramados em Hanahan,
South Caroline. Imediatamente apdés o derrame, foram tomadas medidas para evitar que o
combustivel se espalhasse abundantemente, que falharam em impedir que este entrasse no solo
permeavel e atingisse a agua subterranea. Como resultado, a agua que servia areas residenciais
encontrava-se contaminada, em [985. Depois de serem efectuados estudos pelo U.S. Geological
Survey foram encontrados microrganismos naturais presentes nos solos que estavam ativamente a
consumir os poluentes e a transforma-los em componentes inofensivos. Também concluiram que a
taxa de degradagao dos poluentes poderia ser muito aumentada pela adigao de nutrientes -
Bioestimulagao. No final de 1993, a contaminagao nas aguas da area residencial tinha sido reduzida
por 75% e a agua subterrinea que antes continha mais de 5 000 partes por biliao de tolueno

estava sem contaminantes detetaveis. (Chapelle, 1995)

Legenda:
1- Microorganismo

2- Contaminante (como petréleo ou outro composto orgéanico)

'1.9
9 ‘ Gf Y\,_o! s
Go'l 0

Microorganismo Microorganismo digere o Microorganismo
metaboliza o contaminante e o converte libera CO, e H,O no
contaminante em gases inécuos (CO,) e local de tratamento

organico em agua (H,0)

Figura 3 - Esquema representativo do processo de remediagao de contaminantes organicos (Adaptado de

Andrarde et al.,2010)

O petroleo é uma mistura complexa que contém varios compostos, sendo que os
hidrocarbonetos representam a fragdo majoritaria. De acordo com a sua origem, a composicao
quimica e as suas propriedades fisicas variam. Devido, principalmente, a complexidade dessa
mistura, o tratamento de areas contaminadas por essas substancias é bastante dificil e
problematico. (...) Os compostos de interesse que exigem maior preocupagao ambiental sao: os

benzenos, toluenos, etilbenzenos e xilenos. Esses compostos, sao definidos como hidrocarbonetos
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monoaromaticos, cujas estruturas moleculares possuem como carateristica principal a presenga do

anel benzénico. (Andrade et al.,2010)

Esses compostos aromaticos sao toxicos tanto ao meio ambiente como ao ser humano,

nos quais atuam como depressores do sistema nervoso central e apresentam toxicidade croénica.

A biorremediagao aerdbica requer um meio oxidante. O oxigénio atua como recetor de
eletroes e os contaminantes sao utilizados pelos microrganismos como fontes de carbono (doador
de eletroes), necessarios para manter as suas fungoes metabdlicas, incluindo o crescimento e
reproducao. Os hidrocarbonetos monoaromaticos cumprem essa fungao como doadores de
eletroes, caso haja recetores suficientes (oxigénio dissolvido) para que a reagao ocorra, sendo

assim utilizados e degradados pelas bactérias. (Andrade et al.,2010)

Pesquisas sugerem que devido a elevada diversidade de compostos em solos contaminados
por petréleo e derivados, estudos preliminares a biorremediagao sao de suma importancia para o
tratamento dessas matrizes ambientais. Salienta-se que o fator critico para definir se a
biorremediagao é a técnica mais apropriada para o tratamento do local contaminado ¢é a
biodegradabilidade do contaminante. Por isso, o estudo detalhado de cada parametro que afeta a

biodegradacao deve ser feito cautelosamente pelos responsaveis do projeto de remediagao.

(Andrade et al.,2010)
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Conclusio

Os problemas ambientais atuais atingiram proporgoes historicas, causando uma enorme
necessidade de técnicas de remediagao com uma boa relagao custo-beneficio. Quando comparada
com processos tradicionais, como incineragao ou aterro, a biorremediacao apresenta a relagao
mais favoravel, oferecendo a possibilidade de reduzir ou eliminar completamente um poluente num

determinado ambiente contaminado, ao preco mais baixo.

Os organismos ideais para estes processos de remediacao sao as bactérias, uma vez que
possuem uma grande adaptabilidade a diversos ambientes e que possuem uma enorme variedade

metabolica. No entanto, organismos como plantas e fungos também sao usados.

O processo de biorremediagao pode seguir varias técnicas, que devem ser aplicadas de
acordo com cada caso, como por exemplo: tratamento in situ ou ex situ, adicao de bactérias
exodgenas com propriedades de degradagao mais adequadas ao contaminante em questao ou
adicao nutrientes de maneira a “alimentar” as bactérias naturais do local contaminado. Para tomar
esta decisao, estudos com equipas multidisciplinares devem ser realizados e cada situagao deve ser

analisada.

Algumas das limitagoes desta técnica, como concentragoes baixas de poluentes, taxa de
remediacao baixa ou incompatibilidades entre os contaminantes e o processo, podem ser
resolvidos com recurso a OGMs. Mas o uso destes organismos levanta questoes de seguranga,
devido a falta de conhecimento relacionado com a sobrevivéncia destas bactérias no ambiente e

interagao com outras espécies.

Os desafios para o progresso desta técnica incluem ultrapassar a falta de conhecimento
integrado, uma vez que a biorremediagao é um tema multidisciplinar, que exige investigadores de

diversos campos, como microbiologistas, bioquimicos, engenheiros, geologistas, etc.

Assim, apesar de ja se encontrar a ser utilizada em varias situagoes, como descontaminagao
de solos com pesticidas, herbicidas, metais pesados e petroleo, a biorremediagao € uma técnica

muito promissora para encontrar solucao os ambientes contaminados no nosso planeta.
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