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RESUMO

VALLENAS-AREVALO, Amzy Tania. Biorremediagio na gestdo de 4reas
contaminadas: principios, aplicagdes e perspectivas. 2020. 48 f. Monografia (MBA em
Gestiio de Areas Contaminadas, Desenvolvimento Urbano Sustentavel e Revitalizacdo de

Brownfields) — Escola Politécnica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2020.

Atualmente, a descontaminagdo de solo e dgua afetados por atividades industriais
passadas e presentes € um dos maiores desafios ambientais. A remogao de poluentes do
ambiente, visando eliminar riscos a saide humana e aos ecossistemas, demanda a
utilizagcdo de técnicas de engenharia para remedia¢do. As técnicas convencionais de
processos quimicos e fisicos, comumente utilizadas no passado, estdo sendo substituidas
por técnicas de processos bioldgicos, uma alternativa sustentavel e de baixo custo para a
remediacdo de sitios contaminados. A biorremediacdo é um processo no qual os
microrganismos, como as bactérias e os fungos, degradam os poluentes através de rotas
bioquimicas. Na remediagdo de areas contaminadas, a biorremediagdo pode ser feita in
situ e ex situ utilizando os processos de degradacao naturais ou aumentando a velocidade
dos mesmos mediante estratégias de engenharia. O presente trabalho apresenta uma
revisdo da literatura em rela¢do aos principios, aplicagdes e perspectivas das técnicas
biotecnoldgicas na remediagdo de poluentes como uma ferramenta para a gestdo de areas

contaminadas.

Palavras-chave: Biodegradacdo. Biorremediacdo. Areas contaminadas. Bioprocessos.

Contaminacao do solo.



ABSTRACT

VALLENAS-AREVALO, Amzy Tania. Bioremediation of contaminated sites:
Principles, applications, and future perspectives. 2020. 48 p. Monografia (MBA em
Gestiio de Areas Contaminadas, Desenvolvimento Urbano Sustentavel e Revitalizacdo de

Brownfields) — Escola Politécnica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2020.

Currently, the decontamination of soil and water affected by past and present industrial
activities is one of the greatest environmental challenges. The removal of pollutants from
the environment, in order to eliminate risks to human health and ecosystems, requires the
use of engineering techniques for remediation. Conventional techniques of chemical and
physical processes, commonly used in the past, are being replaced by biological process
techniques, a sustainable and low-cost alternative for the remediation of contaminated
sites. Bioremediation is a process in which microorganisms, such as bacteria and fungi,
degrade pollutants through biochemical routes. In the remediation of contaminated areas,
bioremediation can be done in situ and ex sifu using natural degradation processes or
increasing their speed through engineering strategies. The present work presents a
literature review regarding the principles, applications, and perspectives of
biotechnological techniques in the remediation of pollutants as a tool for the management

of contaminated areas.

Keywords: Biodegradation. Bioremediation. Contaminated sites. Bioprocess. Soil

Pollution.
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1 INTRODUCAO

A poluicao do solo e das aguas subterrdneas ¢ um problema mundial causado pelo
acumulo de quimicos toxicos que colocam em risco a saude humana e os ecossistemas. Mesmo
que muitos avangos tenham sido realizados na gestdo de areas contaminadas, os sitios
contaminados geralmente representam um grande desafio para atuais e futuras geragdes devido a
presenca de diferentes contaminantes e dificuldades na aplicagao de técnicas de tratamento e o

risco que representa a contaminagao das fontes de agua doce.

Nesse contexto, a degradag@o de poluentes nos sitios contaminados demanda a aplicagdo
de estratégias de descontaminacdo que atinjam resultados eficientes a um baixo custo e em
periodos de tempo apropriados. Assim, as técnicas quimicas e fisicas sdo normalmente as
primeiras opg¢des de tratamento considerando o tempo e eficiéncia do processo. Porém, os
processos biologicos, sozinhos ou em combinagdo com outras técnicas, tém se desenvolvido nos
ultimos anos como uma alternativa sustentavel e eficiente para a remocdo de poluentes nas areas
contaminadas (SCHENBERG, 2010). Em condi¢des favoraveis, os microrganismos sao capazes
de degradar uma ampla variedade de poluentes de origem humana em moléculas inorgéanicas nao

toxicas como o dioxido de carbono e o nitrogénio molecular (HATZINGER; KELSEY, 2005).

Os processos de biorremediago referem-se a utilizacdo de rotas metabolicas e reagdes
bioquimicas naturais para a degradag@o de poluentes, seja através da adigdo de nutrientes ao solo
ou da adigdo de microrganismos especializados para a biorremediacdo (SUTHERSAN et al.,
2017). Esse processo utiliza os microrganismos capazes de degradar contaminantes em sistemas
passivos ou ativos, os quais precisam de diferentes graus de engenharia. Assim, a aplicacdo da
biorremedia¢do na gestdo de areas contaminadas estd ligada ao entendimento dos processos
geoquimicos, hidrogeoldgicos e microbiologicos do ambiente contaminado e, por isso, o desenho
e implementacdo de estratégias de tipo bioldgico estdo limitados pelo conhecimento nessas

ciéncias para alcancarem solucgdes eficazes (ROCKNE; REDDY, 2003).

Assim, o presente trabalho apresenta as informagoes disponiveis na literatura em relagdo
a utilizacdo de estratégias de biorremediacdo na gestdo de areas contaminadas. Isto com a
finalidade de entender os principios nos quais as tecnologias sdo baseadas, as opcdes de
tratamento disponiveis, os casos de sucesso e as oportunidades e desafios futuros da remogao de

contaminantes utilizando bioprocessos.
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2  OBJETIVO

O presente trabalho teve por objetivo reunir informagdes disponiveis na literatura
acerca dos principios da biorremediacao, aplicagdo de técnicas biologicas na gestdo de
areas contaminadas tanto por contaminantes organicos como inorganicos € as

perspectivas futuras da biotecnologia aplicada a estes problemas ambientais.
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3 JUSTIFICATIVA

Embora os esfor¢os para diminuir o fluxo de contaminantes ao ambiente tém sido
significativos nas ultimas décadas, ainda sdo liberadas no meio ambiente sustancias
toxicas para os organismos vivos. No mundo, existem milhdes de sitios contaminados
identificados. Por exemplo, nos paises de Asia-Pacifico, existem aproximadamente 3
milhdes de sitios contaminados incluindo minas abandonadas e aterros fechados (SINHA
etal., 2009). Ao mesmo tempo, nos Estados Unidos existem perto de 400 mil sitios
contaminados (ROCKNE; REDDY, 2003). Retirar o material contaminado para dispo-lo
em aterros significaria uma inversdao econdmica gigante e poderia nao resolver o
problema completamente. Por outro lado, nao realizar um tratamento colocaria em risco

0s ecossistemas e a saude humana.

No desafio da gestao de areas contaminadas e na restaura¢do ambiental, a remocao
de componentes toxicos ¢ uma tarefa desafiadora que precisa do desenvolvimento de
ferramentas tecnoldgicas eficientes e de baixo custo para viabilizar economicamente a
recuperacdo dos espacos contaminados e o fechamento de atividades industriais. Os
processos de remediagado tém sido comumente realizados mediante aplicacao de técnicas
de tratamento quimico e técnicas de tratamento comumente realizadas fora do local de
contaminagdo que evitam a disposi¢cdo final, mas ainda necessitam de transporte do

material a ser tratado (SINHA et al., 2009).

Porém, a biotecnologia aplicada ao tratamento de sitios contaminados tem
crescido muito nas ultimas décadas como uma alternativa viavel para a degradagao de
poluentes. Sempre que em condigdes favoraveis, os microrganismos podem degradar os
contaminantes em produtos nao toéxicos (ROCKNE; REDDY, 2003) e a biorremediacao

faz referéncia a otimizagao desses processos naturais.

As técnicas convencionais para o tratamento de poluentes em areas contaminadas,
podem ser caras e complexas, além de nem sempre oferecer uma solugdo completa
(KUMAR; SHAHI; SINGH, 2018). Assim, a aplicacdo de processos microbiologicos €
um requisito do desenvolvimento sustentavel e ¢ uma ferramenta versatil, no entanto,

limitada no desenvolvimento de solu¢des de tratamento para locais contaminados.

E por isso que o modo como os microrganismos interagem com os poluentes e
quais fatores influenciam na remog¢ao dos contaminantes, precisam ser estudados em

detalhe a fim de analisar de forma integrada os parametros que determinam a resposta do
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tratamento microbiologico e os critérios que devem ser utilizados ao escolher ou
desenvolver biotecnologias para o tratamento de areas contaminadas. Assim, as
estratégias de remediacdo de sitios contaminados utilizando técnicas bioldgicas serdo

cada vez mais utilizadas em processos confidveis e eficientes.
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4 CONCEITOS BASICOS DE BIOTECNOLOGIA APLICADOS AO
TRATAMENTO DE CONTAMINANTES

A biodegradacdo pode ocorrer por acdo de diversos microrganismos. No
ambiente, existem bactérias, algas, fungos e outros microrganismos com a capacidade de
remover ou degradar contaminantes da agua e do solo. Na maioria dos casos, a
biodegradacdo por acdo bacteriana ¢ considerada a mais importante do ponto de vista
ambiental (JORGENSEN, 2008), ¢ ¢ considerada uma ferramenta da biotecnologia que
depende de varias condi¢cdes como a presenca ou auséncia de oxigénio, 0 microrganismo
em estudo, as condi¢cdes ambientais, entre outras. Assim, € preciso entender como ocorre
essa interagdo entre os microrganismos € os poluentes e os fatores que influenciam os
processos de biodegradagao para uma posterior aplicagdo da ferramenta no tratamento de

poluentes.

4.1 Interacio microbiana com os poluentes

Como outros organismos vivos, as bactérias assimilam nutrientes e substratos para
converté-los em biomassa e excretar os residuos. O metabolismo microbiano inclui
reacdes bioquimicas que sdo parte essencial nos processos celulares e podem consumir
ou gerar energia (Figura 1). Quando as rotas metabdlicas dos microrganismos sao
utilizadas para construir material celular, o processo ¢ chamado de anabdlico e
normalmente precisa de energia obtida da oxidagdo do trifosfato de adenosina (ATP);
quando o processo libera energia e ¢ assistido por enzimas degradadoras, ¢ chamado de
catabolico (ALVAREZ; ILLMAN, 2005). Porém, existem casos onde as bactérias
transformam os poluentes sem produzir energia nem biomassa, conhecido como
cometabolismo (HATZINGER; KELSEY, 2005), o qual acontece quando uma molécula

reage com uma enzima que tinha outro proposito original.
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Figura 1. Metabolismo bésico bacteriano.

Biopolimeros,
metabolitos

Energia Catabolismo

Produtos

Fonte de carbono .
metabdlicos

Anabolismo

Fonte: Adaptado de Kataria e Ruhal (2014).

A biodegradacdo dos poluentes pode: (1) oxidar completamente as moléculas
organicas (mineralizagdo), (2) biotransformar os poluentes em compostos de menor
tamanho ou (3) reduzir grupos transferindo elétrons aos contaminantes, resultando em um
composto ndo biodisponivel ou ndo téxico (ROCKNE; REDDY, 2003). Para isso, os
organismos utilizam as suas enzimas e a suas rotas metabolicas para obter um dos

resultados antes descritos.

Entretanto, as interagdes que os microrganismos t€ém com o poluente podem ou
ndo estar ligados ao metabolismo microbiano e, portanto, podem resultar ou ndo no
crescimento da biomassa bacteriana, podendo ou ndo precisar de células vivas para

acontecer.

Quando a degradacao dos poluentes depende do metabolismo, os microrganismos
degradam os poluentes utilizando enzimas que catalisam as reagdes bioquimicas. Essas
enzimas, que sdo polimeros de aminodcidos, estdo codificadas no material genético das
bactérias e definem a habilidade do organismo de realizar determinadas fungdes
(SAMANTARAY; MOHAPATRA; MISHRA, 2014). Por exemplo, na presenca de
poluentes no meio em concentragdes toxicas, os mecanismos de resisténcia dos
microrganismos sdo ativados como a producdo de proteinas ligantes de metais ou
proteinas de estresse metabdlico, mecanismos de homeostases, mecanismos de regulacdo
da concentragdo intracelular do poluente, e a expressao de proteinas transportadoras de
poluentes do citoplasma para o interior de vactiolos (VALLS; LORENZO; GONZALEZ-
DUARTE, 2000).
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A producao de enzimas pode variar de acordo com a demanda e as necessidades
do organismo, ou pode ser que sejam produzidas apenas em condigdes particulares de
crescimento, por exemplo, quando existe a presenca de poluentes no meio e as bactérias
os utilizam como fonte de energia ou nutrientes (ALVAREZ; ILLMAN, 2005;
KATARIA; RUHAL, 2014). Todos esses mecanismos sdao ferramentas ligadas ao
metabolismo microbiano e sdo ativadas em resposta a presenga de poluentes no meio

permitindo a adaptacdo e o desenvolvimento mesmo em presenga de altas concentragdes

Entretanto, a biomassa da célula, de acordo com a suas caracteristicas fisico-
quimicas, interage com os poluentes mesmo que as celular ndo estejam vivas, por meio
de mecanismos como a adsorc¢do fisica e a troca idnica independentemente de que a

biomassa esteja ativa ou ndo (BALTAZAR, 2017).

4.1.1 Poluentes organicos

Todas as substancias organicas naturais sdo biodegradaveis. Porém, dependendo
das condicdes ambientais, esses processos naturais podem ser muito demorados de
acontecer. Existem também microrganismos identificados na natureza como capazes de
decompor substancias organicas perigosas, incluindo compostos xenobiodticos, como o0s
pesticidas, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), os hidrocarbonetos

derivados do petréleo e compostos organoclorados como os PCBs (SINHA et al., 2009).

Durante a degradacdo de poluentes organicos, o carbono necessario para o
crescimento da biomassa bacteriana vem dos poluentes degradados (ROCKNE; REDDY,
2003). Esse processo ¢ o mais importante na biodegradacdo bacteriana no ambiente
natural (CRAWFORD, 2011). Na oxidagao de poluentes organicos, os microrganismos
oxidam o contaminante transferindo elétrons do contaminante para um receptor de
elétrons a fim de ganhar energia, ao passo que reduzem o receptor de elétrons que pode
ser oxigénio, nitrato, Fe (III) ou sulfato. Nos processos redutivos de biodegradagao, os
microrganismos utilizam metabolitos de menor tamanho, como carboidratos simples ou
acidos graxos simples, e transferem os elétrons para o contaminante enquanto ganham

energia a partir da oxidacao das fontes de carbono (Figura 2) (ROCKNE; REDDY, 2003).
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Figura 2. Esquema geral da biodegradagao de contaminantes organicos.

Poluente CO,, H,0, energia, Poluente Poluente
organico outros residuos organico reduzido
Bacteéria Bactéria
Receptor de Receptor de Doador de Doador de
elétrons oxidado elétrons reduzido elétrons elétrons oxidado
Biodegradagao oxidativa Biodegradacdo redutiva

Fonte: Adaptado de Rockne e Reddy (2003).

Os microrganismos podem decompor os contaminantes utilizando trés processos
metabolicos: a respiracdo aerobica, a respiracdo anaerdbica e a fermentacdo (SINHA et
al., 2009). No primeiro, é necessario a presenca do oxigénio molecular no ambiente para
decompor os compostos organicos e obter energia do processo. Os processos aerdbios
naturais podem decompor materiais organicos perigosos em moléculas de CO; e agua.
Porém, a presenca do oxigénio em profundidades maiores no solo ¢ limitada, por isso, a
degradacao biologica aerdbica no solo ¢ limitada com a profundidade (MAJONE et al.,
2015). Por outro lado, na auséncia de oxigénio, os microrganismos acetogénicos €
metanogénicos atuam reduzindo moléculas de grande tamanho para compostos organicos
simples como acetato e 4cidos graxos, através da fermentacdo, e reduzindo essas

moléculas em metano e outros produtos via respiracao anaerdbica (SINHA et al., 2009).

A utilizacdo desses processos na degradagdo do poluente ¢ especifico de cada
sistema e depende, entre outros fatores, do microrganismo utilizado e o poluente de
interesse. Os microrganismos diminuem a concentragdo do contaminante no ambiente
mediante a transformagao do composto em outros menos perigosos, transformando-os em
compostos de menor tamanho que podem ser utilizados por outros microrganismos

heterotrofos (SINHA et al., 2009; FALKIEWICZ-DULIK; JANDA; WYPYCH, 2015).

A Tabela 1 apresenta alguns exemplos de poluentes organicos que podem ser
degradados por atividade microbiana e os genera reportados como capazes de essa

degradacao.
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Tabela 1. Poluentes organicos e seus respectivos microorganismos degradadores.

Poluente Género Referéncia

Tolueno, fenol Pseudomonas, (LI; WACKETT, 1992)
Rhodococcus

HPAs Pseudomonas, (SUTHERSAN et al,
Alcaligenes, Rhodococcus  2017)

Tolueno, fenol Burkholderia, (ZHANG et al., 2013)
Pseudomonas,
Acinetobacter

Metano, formiato, metanol  Methylossynus, (ALVAREZ; ILLMAN,
Methylococcus, 2005)
Methylomicrobium

Amodnia Nitrosomonas (CHAWLEY;

BANERIJEE;
JAGADEVAN, 2020)

Bifenila Burkholderia, (MARCON et al., 2007;
Pseudomonas, REHMANN; DAUGULIS,
Sphingomonas, 2006)
Comanmonas

Propano Mycobacterium, (WANG; CHU, 2017)
Pseudomonas,
Acinetobacter,  Bacillus,
Rhodocossus

Cianeto Pseudomonas, Bacillus (ROSARIO, 2017)
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4.1.2 Poluentes inorganicos

Do mesmo jeito, os microrganismos podem atuar sobre os metais potencialmente
toxicos presentes no ambiente. Alguns metais tém um papel muito importante nos
bioprocessos e alguns deles sdao micronutrientes essenciais, como o calcio (Ca), magnésio
(Mg), cobre (Cu), soédio (Na), niquel (Ni), zinco (Zn), manganés (Mn) e o cromo (Cr).
Porém, outros como o chumbo (Pb) e o mercurio (Hg) ndo tem um papel biologico e
podem ser toxicos para as comunidades microbianas (SINHA et al, 2009). Assim, a
interacdo dos microrganismos com os metais tem sido estudada para aplicagdes de
detoxificagdo e recuperacao de metais nas industrias e no ambiente (SCHENBERG,

2010).

Em condigdes de estresse, os microrganismos ativam mecanismos de resisténcia
que incluem a producdo de peptideos ligantes de metais, a regulagdo intracelular de
metais, ou a expressdo de proteinas transportadoras de complexos ligantes que facilitam
a tolerancia aos metais (BALTAZAR, 2017). Do mesmo jeito, os microrganismos
conseguem interagir com os metais de acordo com a caracteristicas quimicas e fisicas da

sua biomassa, ainda quando as células nao forem viaveis.

Os microrganismos utilizam uma variedade de mecanismos para resistir e
conseguir se desenvolver na presen¢a de metais potencialmente toxicos. Os processos que
permitem a adsor¢do e detoxificagdo microbiana de metais segundo Gadd; White (1993)
sdo divididos de acordo com o local onde ocorre o processo: reacdes extracelulares,
reagdes intracelulares e as reagdes que ocorrem na membrana ou parede celular (Figura
3). Essas reagdes quimicas incluem a oxidacdao ou reducdo dos metais, a metilizagdo, a
redugdo enzimatica, a formagao de complexos, a ligacdo metalica, a quelagdo e outras
reacdes intra e extracelulares (SINHA et al, 2009). Adicionalmente, os microrganismos
também causam a detoxificagdo indireta de metais potencialmente toxicos mediante
reagdes quimicas dos metais com os produtos do metabolismo microbiano. Por exemplo,
as bactérias redutoras de sulfato produzem sulfeto (H>S) e precipitam os metais presentes

no meio (POSTGATE, 1979).

Um ou mais mecanismos permitem que as bactérias resistam a presenga de metais
potencialmente téxicos no meio e eles podem ou ndo ser dependentes do metabolismo
microbiano. Entre os processos mais importantes de biorremediacdo de metais estdo a

biossorcao, a bioacumulagao, a bioimobilizagao e a solubilizagao.
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Figura 3. Processos de detoxificagdo microbiana de metais.

Membrana celular /
Parede celular
Adsorgao, precipitacao,
transformacoes, ligacdes

Reagdes Intracelulares
Reagoes redox,
transformacoes,
sequestro, ligagoes

Reagdes Extracelulares
Precipitacao,
complexagao, quelagao

Fonte: Adaptado de Gadd e White (1993).

A bioacumulagdo ¢ o transporte de cations através da membrana celular
ocasionando actimulo intracelular, um processo dependente do metabolismo
(VOLESKY, 2007). A biossorgao, por sua vez,pode ser independente do metabolismo ¢
¢ um processo no qual a biomassa microbiana retém ou remove os metais potencialmente
toxicos do ambiente liquido e permite a recuperacdo de metais (SCHENBERG, 2010).
Com relagdo ao processo de bioimobilizacdo, 0 mesmo ocorre quando os ions metalicos
sao fixados em coloides organicos por redug¢do enzimatica dos metais (SINHA et al.,
2009). Por ultimo, a solubilizagdo dos metais € realizada por bactérias redutoras de metais
que, em condi¢des apropriadas podem solubilizar metais oxidados, como ¢ o exemplo das

bactérias pertencentes ao género Closteridium spp (HATZINGER; KELSEY, 2005).

Porém, ¢ importante ressaltar que os microrganismos nao podem biodegradar
metais potencialmente toxicos, mas sim mudar o estado de oxidagdo, fazendo com que o
poluente metalico esteja mais ou menos biodisponivel, solivel ou que seja transformado
em complexos organico-metalicos. Inclusive, em alguns casos, os processos de
transformagdao microbiana e aumento da biodisponibilidade dos metais no solo sdo
utilizados em conjunto com técnicas de fitorremediacdo com plantas que bioacumulam
os metais no tecido vegetal e removem o contaminante do solo (WEISS; COZZARELLI,

2008). A

Tabela 2 apresenta alguns exemplos recentes de microorganismos utilizados no

tratamento de metais potencialmente toxicos.



20

Tabela 2. Microorganismos utilizados no tratamento de metais potencialmente

toX1cos.

Poluentes

Microorganismo

Referéncia

Cd, Cu, Fe, Ni, Pb, Zn

Bactérias redutoras de
sulfato incluindo

Desulfovibrio spp.

(KIRAN;
PAKSHIRAJAN; DAS,
2017)

Cr(VI), As (II)

Bacillus firmus TE7

(BACHATE et al., 2013)

Fe, Zn, Pb Candida sphaerica (SANTOS et al.,2017)
UCP0995
Pb, Cd Staphylococcus hominis (RAHMAN, 2020)

AMB-2

Cd, Cu, Pb, Zn, Nd, Yb

Saccharomyces cerevisiae

(OJIMA et al., 2019)

Cr, Cu, Pb Aspergillus lentulus (MISHRA; MALIK, 2012)
FJ172995
Pb, Zn, Cd E. coli BL21 (DE3) depois (JAFARIAN;

de expressao do gene

metalothionein

GHAFFARI, 2017)

Cd, Cu, Ni, Pb, Zn

Aspergillus fumigatus

(DEY et al., 2016)

As, U

Micrococcus sp.

(BHAKAT;
CHAKRABORTY;
ISLAM, 2019)

4.2 Técnicas de identificacido de microrganismos

Para que os poluentes possam ser biodegradaveis, eles devem ser o

suficientemente similares com compostos que estao naturalmente presentes na natureza e
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assim, poder substituir substratos nas reagdoes enzimaticas (CRAWFORD, 2011). Além
disso, ¢ sabido que as reagdes de biodegradacao dos poluentes acontecem devido a
atividade enzimdtica microbiana. Essas rotas metabolicas tém sido estudadas desde
diferentes pontos de vista na ciéncia incluindo a enzimologia, a quimica analitica,
genOmica e protedmica em estudos que podem utilizar microrganismos individuais e
isolados ou complexos consércios que incluem véarias espécies diferentes de
microrganismos. Por isso, identificar e entender as espécies envolvidas, e sobretudo, os
genes que expressam as enzimas de interesse € uma parte muito importante da

biodegradagao de contaminantes.

A identificacdo de microrganismos individualmente isolados (ou por técnicas
culture-based) pode ser realizada com a técnica da amplificacdo do gene 16s que € a mais
comum entre a comunidade cientifica. A técnica € baseada no sequenciamento do gene
16S rDNA da bactéria e a comparagdo das sequéncias obtidas € realizada em grandes
bases de dados, o qual ¢ altamente conservado entre organismos vivos do mesmo género
e espécie e permite a identificagdo segura de organismos isolados (BALTAZAR, 2017).
Para tanto, ¢ necessaria a utilizacdo da técnica de PCR (do inglés, Polimerase Chain
Reaction) e do sequenciamento automatizado do DNA para conseguir o sequenciamento

do gene 16s rDNA de bactérias.

A comparagao das sequéncias obtidas demonstrou que elas sdo conservadas entre
organismos da mesma espécie, permitindo a identificagdo de espécies bacterianas.
Contudo, novas técnicas de identificacdo de microrganismos sdo necessdrias a fim de
agilizar os resultados. Nesse contexto, a espectrometria de massa (EM) ¢ uma ferramenta
utilizada para obter espectros de proteinas, os quais sdo caracteristicos de cada espécie,
mediante a utilizagdo de espectrometros do tipo MALDI-ToF (KAROLSKI et al., 2018).
A técnica baseada na EM, utiliza um processo de ionizagcdo por dessorcdo de laser
assistida por um 4cido organico o qual facilita a ionizacdo da amostra. A metodologia
baseia-se na obtengdo do perfil das proteinas e a comparagdo deste com todos aqueles
registrados no projeto BioTyper 2.0. Alids, a técnica de MALDI-ToF pode ser utilizada
para identificar perfis protedmicos e reconhecer as enzimas envolvidas na degradagdo de

contaminantes e a adaptagdo nas situacdes de estresse.

Porém, nem todos os microrganismos presentes no ambiente sdo cultivaveis e
muitas vezes, consorcios bacterianos, que incluem uma variedade de espécies,

apresentam melhores resultados de biodegradacdo que a utilizacdo de organismos
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individuais. Nesse sentido, a metagendmica estuda os genes expressados numa fonte
ambiental de material genético (CRAWFORD, 2011) e ajuda a identificacdo dos genes
responsaveis da degradag¢do dos poluentes sem precisar do cultivo de cepas bacterianas
individuais, mas precisando de complexas ferramentas de bioinformatica (RAYU;
KARPOUZAS; SINGH, 2012). Além disso, a metagendmica oferece a oportunidade de
identificar genes e enzimas cruciais nas estratégias de biodegradacdo incorporando a
perspectiva da engenharia enzimatica. Estudando as sequencias de genes produzidas nos
ambientes poluidos, podem ser identificados as caracteristicas que permitem a adaptagao

dos microrganismos presentes ao meio poluido (WEISS; COZZARELLI, 2008).

Na biodegradagao de areas contaminadas, especialmente quando forem utilizadas
técnicas in situ, ¢ preciso que os processos utilizem a microbiota nativa ja que a
introducao de espécies ¢ restrita e pode alterar os ecossistemas microscopicos naturais.
Por isso, € necessario conhecer o potencial inerente das espécies nativas no lugar a ser
remediado, a suas formas de interacdo quimica e bioquimica com o contaminante € 0s

genes e enzimas envolvidas nesses processos.



23

5 FATORES QUE INFLUENCIAM A EFICIENCIA DA BIORREMEDIACAO

A ocorréncia da biodegradagdo de poluentes depende amplamente das condigdes
ambientais do local, das caracteristicas do poluente e das condigdes internas do processo.
Assim, mesmo se um microrganismo ¢ capaz de degradar o poluente presente no solo, a
biodegrada¢ao do mesmo pode ndo ocorrer devido as caracteristicas do meio incluindo a
permeabilidade, a presenca ou auséncia de nutrientes e oxigénio, o pH, etc. Por isso, as
caracteristicas do sitio contaminado e o conhecimento disponivel sobre os fatores que
influenciam na eficiéncia do bioprocesso determinardo a taxa de remocdo final do

contaminante ¢ a eficacia do método aplicado (HATZINGER; KELSEY, 2005).

Entre os pardmetros que afetam a biorremedia¢do de poluentes encontram-se as
caracteristicas do solo, do poluente e dos agentes degradadores. Neste trabalho, sdo
descritos a seguir a influéncia das caracteristicas do poluente, a caracteristicas da biota
nativa e a caracteristicas do ambiente incluindo biodisponibilidade, presenca de

nutrientes, temperatura, pH e toxicidade.

5.1 Caracteristicas do poluente

Como detalhado anteriormente, os microrganismos possuem diferentes rotas
metabolicas de interacdo com poluentes organicos e inorganicos. Portanto, o principal
fator que influencia na eficiéncia da biorremediagdo € precisamente, o poluente a ser
tratado. Por exemplo, os compostos que contém lignina, como a madeira, levam muito
tempo para serem degradados devido a complexidade das moléculas de lignina (SINHA
et al., 2009), sendo estas polimeros € ndo mondmeros os quais seriam aproveitados com

maior facilidade por os microrganismos.

Entre as caracteristicas do composto, alguns pardmetros importantes para entender
a eficiéncia e velocidade de degradacdo dos poluentes sdo o peso molecular, o tipo,
numero de 4tomos, a presenga ou auséncia de substitutos moleculares, o tipo de ligagdes
presentes na molécula e a ramificacdo do composto (HATZINGER; KELSEY, 2005).
Essas caracteristicas determinardo a rapidez com que os compostos serdo degradados
pelos microrganismos ou se serdo poluentes persistentes. Por exemplo, muitos pesticidas
sdo compostos muito estdveis e resistentes aos ataques microbianos, como o dicloro-
difenil-tricloroetano (DDT), por exemplo. Esses pesticidas tém sido proibidos na maioria

de paises devido aos efeitos ao longo prazo da sua utilizagdo. Da mesma forma, as
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moléculas com um peso molecular maior ou que apresentam baixa solubilidade em agua,
podem ser mais dificeis de degradar porque essas caracteristicas dificultam o ingresso ao
espaco celular. Alguns exemplos de poluentes organicos e inorganicos foram listados nas

tabelas 1 e 2.

5.2 Caracteristicas da biota nativa

Por outro lado, as caracteristicas dos microrganismos a serem protagonistas do
processo de degradacao determinam as rotas metabolicas que serdo utilizadas e portanto,
os mecanismos quimicos de biodegradacdo do poluente. A expressdo dos genes e as
proteinas especificas em situagdes de estresse podem diferenciar um processo do outro
inclusive quando ambos estivessem tratando o mesmo poluente. Por isso, o estudo dos
genes envolvidos na biodegradacdo de contaminantes e as proteinas responsaveis da
degradacdo bacteriana tem sido realizado em profundidade pela comunidade cientifica

atualmente.

Nesse aspecto, ¢ importante consultar a literatura para conhecer os estudos
previamente realizados que identifiquem os microrganismos capazes de degradar o
poluente de interesse do projeto e as suas rotas metabolicas. Por exemplo, as bactérias
Pseudomonas spp t€m sido reportadas como degradadoras de hidrocarbonetos de petroleo
mediante oxidacdo aerdbica. Por outro lado, as bactérias do género Bukholderia tém sido
reportadas de utilizar uma rota de decloracdo redutiva para a degradacdo de PCBs
altamente clorados (ROCKNE; REDDY, 2003). Do mesmo jeito, estio mais ou menos
reportados na literatura as espécies capazes de degradar os poluentes mais comuns e as
suas rotas metabdlicas tém sido estudadas pela comunidade cientifica no mundo. Um
resumo de estidios prévios em identificacdo de microrganismos degradadores ¢

apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3. Microrganismos biodegradadores de poluentes reportados na literatura

Microrganismo Poluente Descrigao Referéncia
Chlorela  vulgaris, | Arsénico (As), | Redugdo microbiana | (RAMASAMY et
Chlamydomas  spp, | Cromo (Cr), de metais. al., 2006)
Arthrobactes, Merctrio (Hg), | Detoxficagao
Pseudomonas Uranio (U), microbiana por
aeruginosa Selénio (Se) redugao.

Geobacter spp. Uranio (U) Precipitagdo (ANDERSON et
intracelular de uranio. | al., 2003)
Encontrou-se que os
microrganismos
foram capazes de
remover o uranio das
aguas subterraneas.

P. chrysosporidium | Plasticos PEBD | Os microrganismos (SINHA etal.,
conseguiram degradar | 2009)

sacolas plasticas que
contem 12% de
amido.

Candida tropicalis

Tintas téxtis

A biomassa isolada
de esgoto foi utilizada
na biosorc¢ao de tintas
téxtis incluindo cores
azuis, vermelhos e
pretos.

(DONMEZ et al,
2002)

Pseudomonas, PAHs Bactérias reportadas | (SURTHERLAND
Alcaligenes, capazes de degradar | et al, 1992)
Rhodococcus, PAHs e utiliza-lo
Mpycobacterium como Unica fonte de

carbono e energia.
Pseudomonas, Cianeto Degradacao de (BAXTER;
Alcaligenes, Bacillus cianeto em amoniae | CUMMINGS,
pumilus diéxido de carbono 2006)

através da enzima

cianeto

desidrogenasse
Phodococcus Hidrocarbonetos | Bactérias reportadas | (ROLLING et al.,
erythropolis, de petroleo como capazes de 2004; STELIGA,
Micrococcus  luteus, degradar poluentes de | 2012)
Pseudomonas putida, hidrocarbonetos.
Pseudomonas

fluorescens
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5.3 Caracteristicas do ambiente

Do mesmo modo, as caracteristicas do ambiente onde ¢ realizado a remediagao
afeta diretamente aos resultados do processo. A ndo ser que os contaminantes estejam
acessiveis aos microrganismos ¢ que as condigdes ambientais permitam a
biotransformacao de poluentes, os contaminantes nao serao degradados. Esses parametros
precisam ser controlados durante os processos de tratamento e geralmente sdo
determinados em testes de microcosmos em escala laboratorial (ROCKNE; REDDY,

2003).

5.3.1 Biodisponibilidade

Os poluentes no solo ndo serdo biodegradados se ndo estiverem disponiveis
biologicamente para os microrganismos (HATZINGER; KELSEY, 2005). Os poluentes
podem estar presos no espaco poroso ou adsorvidos na superficie das particulas do solo

e, nesses casos, apenas uma parte do contaminante estd em fase aquosa (Figura 4).

Como os poluentes devem, em sua maioria, estar na fase aquosa para entrar no
espaco celular, a adsorcdo dos poluentes as particulas do solo dificulta a biodegradacao
do mesmo (CRAWFORD, 2011). Por exemplo, os metais apresentam regularmente uma
baixa biodisponibilidade na matriz solo. Porém, essa biodisponibilidade aumenta em
condi¢gdes de pH acido porque os metais sdo mais soluveis nessas condigdes (SINHA
et al., 2009). No entanto, os microrganismos também podem mudar o estado de oxidagdo
dos metais fazendo que estes fiquem disponiveis na fase aquosa do solo. Nesses casos, o
usual € complementar o tratamento com a estratégia da fitorremediacdo para que as
plantas tenham o trabalho de adsorver os poluentes pelas raizes (RAYU; KARPOUZAS;
SINGH, 2012). A biodisponibilidade também ¢ influenciada pelo contetido de matéria
organica e argila no solo. As argilas, com uma grande capacidade de troca de catides
reduzem a biodisponibilidade de metais e reduzem a toxicidades destes no solo (SINHA

et al.,2009).
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Figura 4. Representacao da possivel distribuicao do poluente no ambiente do solo.
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Fonte: Adaptado de Hatzinger e Kelsey (2005).

5.3.2 Presenca de nutrientes

Os microrganismos heterdtrofos precisam de micro e macronutrientes, uma fonte
de energia, ¢ um doador e receptor de elétrons para abastecer 0s seus processos
bioquimicos. Os contaminantes podem atuar comumente como fonte de carbono, mas
todos os outros requerimentos da biodegradagdo devem ser atendidos para a eficacia do
processo (HATZINGER; KELSEY, 2005). Durante a biorremediagdo de dareas
contaminadas, a adi¢do de nitrogénio (N), fosforo (P) e outros nutrientes limitantes podem
estimular o crescimento de microrganismos nativos e agregados. Uma adi¢do apropriada
de nutrientes como vitaminas, Mg, Mn, Cu, enxofre (S), potassio (K) e fosforo (P) permite
o desenvolvimento dos microrganismos para a degradacdo dos poluentes (SINHA et al.,

2009).

5.3.3 Temperatura

O crescimento microbiano ¢ muito dependente da temperatura. Portanto, a
temperatura do solo na biodegradagdao de areas contaminadas ¢ um fator decisivo no
controle da velocidade de degradagdo dos poluentes. A maioria dos microrganismos sao
mesofilos, ou seja, preferem uma temperatura entre 25 e 35 °C e podem sobreviver em

temperaturas entre os 15 e 45 °C (FALKIEWICZ-DULIK; JANDA; WYPYCH, 2015).
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Porém, isso ndo indica que a degradacgdo biologica dos poluentes ndo possa acontecer em
valores diferentes de temperatura, mas sim que com frequéncia, a temperatura 6tima do
processo sera nesse intervalo. Inclusive, nos tratamentos ex sifu, em que os parametros de
temperatura podem ser melhor controlados, tem sido reportado a utilizagdao de
microrganismos termoéfilos, devido a sua grande capacidade de degradar poluentes

rapidamente em temperaturas acima de 35 °C (HATZINGER; KELSEY, 2005).

53.4 pH

Os processos de biodegradagcdo sdo conduzidos por enzimas que dirigem as
reagdes bioquimicas bacterianas. A atividade enzimatica ¢ susceptivel ao nivel de pH,
inclusive quando os microrganismos sdo resistentes ¢ podem se desenvolver em
ambientes alcalinos ou basicos (LIMA efal., 2007). O pH 6timo para a maioria de
processos biologicos € o neutro, embora existam reagdes bioquimicas em organismos
acidofilos que precisem de valores mais baixos de pH. Exceto para o caso dos
extremofilos, valores extremos de pH podem desnaturalizar as enzimas necessarias para
a degradagdo dos poluentes e degradar outros componentes celulares (HATZINGER;
KELSEY, 2005). Por isso, os processos de biodegradacdo normalmente ocorrem com
maior velocidade em ambientes neutros e tendem a ser inibidos em ambientes alcalinos

ou acidos.

Do mesmo modo, o pH também influencia na biodisponibilidade dos metais e
outros poluentes no solo. Portanto, para promover a biodegradagdo bacteriana ¢
ncessariomedir e controlar o pH do solo ou do ambiente a ser tratado de forma que se
ajuste ao pH 6timo do processo de biodegradacdo do contaminante (JORGENSEN,
2008).

5.3.5 Toxicidade

A rotas metabodlicas microbianas podem ser afetadas pela presenca de outros
poluentes toxicos no solo. Inclusive, ¢ muito comum que os contaminantes nao sejam
encontrados isolados no ambiente, e sim, em misturas de diferentes poluentes. Por
exemplo, alguns solos contaminados por hidrocarbonetos tém apresentado concentragdes
de chumbo (Pb) e outros metais potencialmente toxicos que inibem a atividade

microbiana e ndo permite o correto desenvolvimento dos microrganismos
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(HATZINGER; KELSEY, 2005). Além disso, podem estar presentes no ambiente
compostos que interagem com a célula de forma similar aos contaminantes, ocasionando
a reducdo da velocidade de biodegradacdo ou a inibi¢do das rotas metabdlicas. Por
exemplo, alguns microrganismos tém sido reportados como degradadores de cianeto
(CN), porém, na mineragao de ouro e prata os residuos que contém cianeto estdo
frequentemente associados a metais como o arsénico ou o0 mercurio que sao toxicos para
esses microrganismos (GUIMARAES et al., 2011). Por outro lado, existem casos em que
a presenga de alguns componentes pode favorecer a degradagdo microbiana como a
adicao de bifenil aos solos para a degradagao de PCBs pouco clorados (HATZINGER;
KELSEY, 2005).
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6 APLICACAO DA BIORREMEDIACAO NA GESTAO DE AREAS
CONTAMINADAS

A biorremediagdo na gestdo de areas contaminadas aparece como um método
ecoamigavel que utiliza as reagdes bioquimicas do metabolismo microbiano para a
remediacao de poluentes no ambiente. A utilizagao de microrganismos para remediagao
de sitios contaminados e detoxificacdo de contaminantes ¢ uma tecnologia que vem sendo
aplicada cada vez mais na transformagdo a ambientes mais sustentaveis. As tecnologias
de biorremediacao podem ser agrupadas em técnicas aplicadas no local, conhecidas como
in situ, € em técnicas que retiram o meio contaminado e o tratam fora do local, conhecidas

como ex situ.

6.1 Técnicas de biorremediacao in situ

As técnicas de remediacdo in situ sdo realizadas no local da contaminagdo
principalmente para tratamento do solo e a agua subterrdnea (U. S. EPA, 2006). Na
maioria dos casos, a tecnologia consiste em adicionar oxigénio e nutrientes ao solo para

promover o crescimento de microrganismos nativos que degradem os contaminantes.

6.1.1 Atenuaciao natural ou remediacio passiva

E a degradagdo natural dos contaminantes que ocorre devido a atividade dos
microrganismos nativos sem adi¢des de nutrientes ou similares (KUMAR; SHAHI;
SINGH, 2018). O processo depende por completo da atividade metabdlica dos
microrganismos nativos e da sua capacidade de transformar os contaminantes perigosos

sem a utilizacdo de passos artificiais adicionais (RAYU; KARPOUZAS; SINGH, 2012).

Para que a atenuagdo natural seja um sucesso, quatro requisitos sao necessarios:
(1) uma adequada populagdo de microrganismos capazes de degradar os contaminantes
presentes, (2) a disponibilidade natural de nutrientes no solo, (3) condi¢des ambientais
idoneas e (4) tempo adequado para que os microrganismos possam degradar os
contaminantes de forma natural (KUMAR; SHAHI; SINGH, 2018). Durante esse
processo, os poluentes sdo monitorados para acompanhamento da atividade microbiana e

atenuacdo dos contaminantes de forma biologica e ndo bioldgica (U. S. EPA, 2006).
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6.1.2 Bioventilacido

A bioventilagdo ¢ uma técnica de remediagdo in sifu que consiste na adi¢ao de
oxigénio ao solo para promover as rotas metabdlicas aerdbicas de degradacdo dos
contaminantes (U. S. EPA, 2006). A degradacdo dos poluentes ¢ realizada por
microrganismos nativos presentes na zona nao saturada do sitio contaminado.
Normalmente, sdo degradados compostos organicos como 0s compostos organicos
volateis (COV) e os derivados do petroleo situados nas zonas ndo saturadas. A
bioventilagao fornece o fluxo de ar necessario para o desenvolvimento da atividade
microbiana sem promover a volatilizagdo dos contaminantes (Figura 5). E uma técnica
que normalmente funciona melhor em solos com uma temperatura do ar elevada e com o

nivel freatico mais distante da superficie (KUMAR; SHAHI; SINGH, 2018).
Figura 5. Diagrama esquematico de um tratamento por bioventilagao
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H contaminado

- Agua subterranea

Fonte: Adaptado de Kumar, Shahi e Singh (2018).

6.1.3 Bioestimulacao

A bioestimulagdo refere-se a adicdo de nutrientes, doadores de elétrons ou
receptores de elétrons ao sitio contaminado com a inteng@o de estimular o crescimento
microbiano e a atividade metabdlica dos microrganismos nativos (SINHA et al., 2009).
As adigdes ao solo podem ser liquidas ou gasosas e injetadas mediante pogos superficiais
ou profundos. Adicionalmente, mediante a injecdo em pogos, podem ser controlados

outros pardmetros como o pH, o potencial redox, a temperatura, a umidade, a presenca de
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nutrientes, entre outros, a fim de melhorar a performance de degradacdo dos

microrganismos nativos (KUMAR; SHAHI; SINGH, 2018; MADSEN, 1991).

6.1.4 Bioaumentacao

Na bioaumentagao procura-se melhorar a capacidade de biodegradagdao dos
poluentes no solo mediante o indculo de microrganismos em forma de cepas nativas ou
geneticamente alteradas ou em consodrcios bacterianos que possuam as capacidades
metabolicas para a detoxificagdo do sitio contaminado. Pode-se assumir que a
bioaumentacdo ¢ sempre executada junto a bioestimula¢do. Neste caso, muitas vezes €
utilizado um in6éculo com um consoércio bacteriano capaz de realizar diferentes reagdes
quimicas para a degradacdo de um mesmo contaminante (U. S. EPA, 2006). O principal
beneficio deste processo ¢ que pode ser selecionado e inoculado microrganismos
especificos para a degradacdo dos poluentes criticos identificados na area (KUMAR;

SHAHI; SINGH, 2018).

6.1.5 Barreiras reativas permeaveis

As barreiras reativas permeaveis (Permeable Reactor Barriers, PRB, em inglés)
sdao0 uma zona de remediacao ativa construida numa area contaminada (Figura 6). Estas
barreiras sdo construidas para acolher reagdes bioquimicas aerdbicas ou anaerdbicas
dependendo das necessidades do sitio contaminado. Para a construcdo, realiza-se uma
escavagdo que sera recheada com areia previamente misturada com materiais que
contenham os nutrientes para formar uma zona de biorremediac¢do (U. S. EPA, 2006).
Logo, o material da barreira pode ser renovado, trocado ou removido conforme a
necessidade do plano de remediagdo. Comumente, ¢ utilizado material residual, como
fonte de carbono incluindo adubo organico, biosé6lidos ou palha que reduzem os custos
da tecnologia. Assim, as PRBs sdo desenhadas de forma que o fluxo da dgua subterranea
atravesse a barreira estimulando o crescimento de microrganismos nativos para a

biorremediacao.
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Figura 6. Esquema de Barreiras Reativas Permeaveis (PRB).

Fonte: Adapatado de U. S. EPA (1998).

6.2 Técnicas de biorremediacao ex situ

As tecnologias ex situ sdao aquelas que precisam do translado do material
contaminado, seja solo, sedimento, lama ou agua, para uma instalacdo que permita o
tratamento de contaminantes. Geralmente, a técnica utilizada depende do contetido de
umidade do solo e da necessidade de separar a fase liquida da fase solida do solo

(KUMAR; SHAHI; SINGH, 2018).

6.2.1 Land farming

Land farming é o processo que envolve a extensdo do solo contaminado num
campo a céu aberto, por vezes, distribuido em camadas de tratamento. E utilizado um
maquinario, geralmente de construgdo, para distribuir o solo no espago. Durante o
processo, o solo contaminado ¢ removido e s3o formadas pilhas, as quais sdo
regularmente molhadas e oxigenadas para favorecer os processos metabdlicos das
bactérias (ROCKNE; REDDY, 2003). Adicionalmente, podem se agregar nutrientes,

agua ou microrganismos que acelerem o processo de biodegrada¢ao do contaminante.

A técnica do land farming € conveniente quando sdo tratados contaminantes nao
volateis e que sdo facilmente degradados por rotas metabodlicas aerdbicas (U. S. EPA,
2006). Entretanto, os espacos onde se realiza o land farming devem possuir a

infraestrutura necessaria para atender a legislagdo, incluindo a impermeabilizagdo do
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terreno através da utilizacdo de capas de argila ou concreto para diminuir a erosao,
controlar os lixiviados e o escorrimento superficial (SINHA et al., 2009). A técnica tem
se mostrado como uma tecnologia vidvel no tratamento de contaminantes derivados do
petroleo de forma eficaz e econdmica (U. S. EPA, 2006), porém apresenta alguns desafios
como a ocupagao de grandes espacos para tratamento, a necessidade de maquinario
pesado para sua execucdo € o tempo necessario para atingir os resultados desejados

(CHIKERE; TEKERE; ADELEKE, 2019).

Figura 7. Tratamento de solos contaminados com Land farming.
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Fonte: Adaptado de U. S. EPA (2006).

6.2.2 Biorreatores

Os reatores de lodo ou aquaticos sdo reatores utilizados para o tratamento da agua
e do solo ex situ. Os biorreatores envolvem o bombeamento e tratamento (P&T) da agua
subterranea para ser tratada num sistema desenhado da engenharia. Do mesmo modo
acontece como os lodos, os quais criam trés fases durante o tratamento, as fases sélida,
liquida e gasosa. Assim, as taxas de degradacao sdo elevadas e promovidas para remog¢ao
de contaminantes devido a que os reatores operam em condigdes favoraveis para que os
poluentes estejam mais biodisponiveis para os microrganismos € assim, estes possam 0s

tratar (DAS; DASH, 2014).
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7 CASOS DE APLICACAO E SUCESSO

Casos de aplicagdo de técnicas de biodegradacdo na remediacdo de dareas
contaminadas estdo documentados em vdrios paises. Porém, as solugdes biologicas na
gestdo de areas contaminadas sdo solugdes que devem ser desenhadas e estudadas caso a
caso devido a grande variabilidade e aos diferentes resultados que podem ser obtidos
considerando os fatores que afetam os sistemas biologicos. Mesmo assim, a
biodegradacao de poluentes para a recuperagdo de sitios contaminados ¢ uma alternativa

de baixo custo de instalacdo e que gera resultados eficazes, porém as vezes a longo prazo.

Na cidade de Salem em New Hampshire, UK, uma planta de tratamento de esgoto
mostrou indicios de contaminagdo do solo e 4gua subterranea no ano de 1987. A
contaminagdo era por solventes clorados e o risco era o potencial impacto as aguas
subterraneas que abasteciam a cidade. Assim, o prefeito solicitou a remediacao da area
de 2 a 3ha implementando um sistema de biorremediacdo com inje¢do de fermento e
lactose para a destrui¢do anaerdbica dos solventes clorados da agua. O custo da
descontaminagdo da area utilizando a técnica de bioestimulag¢do foi de US$ 300 000,
eximindo a prefeitura de um investimento estimado em US$ 2 milhdes para utilizagdo de

tratamentos convencionais (SCHAFFNER, 2004).

Plantas piloto desenvolvidas pela Shell Research Ltd e Budelco BV na Franga,
usaram um consorcio de bactérias redutoras de sulfato (SRB) para remover com sucesso
zinco e sulfato. Além disso, o 4cido acético produzido pelas SRB foi removido por
bactérias metanogénicas presentes no consorcio. A tecnologia piloto foi escalada para

tratar 7000 metros ctibicos de solo contaminado por dia (BRUSCHI E GOULHEN, 2006).

Durante aproximadamente 30 anos, uma companhia de preservacao da madeira
chamada Brown Wood em Live Oak, Florida, utilizou creosoto em seus processos. Os
efluentes da producao eram jogados numa lagoa. Assim, a 4gua e o solo em torno da lagoa
(incluindo sedimentos de areia e argila) foram contaminados com hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) que estavam presentes no creosoto. O sistema de
tratamento tinha como objetivo reduzir a concentracdo de seis HPAs de aproximadamente
208 mg/kg para 100 mg/kg. A técnica de remediacdo escolhida foi o land farming. O
tratamento incluia uma camada de impermeabilizagdo com argila e um sistema de
escoamento superficial. Um sistema de irrigacao encarregou-se de manter as condigdes

de umidade perto de 10% durante o processo. As pilhas de solo eram viradas a cada duas
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semanas. Entre janeiro de 1989 e julho de 1990, foram tratados 8100 metros cubicos de
solo em trés lotes, reduzindo a concentracdo de HPAs para valores entre 23 e 92 mg/kg
no solo. O custo total do programa de remediagao foi de $565 400, aproximadamente $70

por metro cubico de solo tratado (ROCKNE; REDDY, 2003).

Pogos severamente contaminados com derivados de petroleo (TPH) em
concentragdes de até 170 000 mg/kg e compostos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno
e xileno)em concentragdes de até 95,5 mg/kg foram recuperados durante um periodo de
3 anos em 3 fases: remediagdo inicial, biorremediacdo basica ¢ inoculacdo com um
biopreparado. No lugar, 14 microrganismos nao patogénicos nativos foram identificados.
As bactérias eram pertencentes a espécie Actinomycetales. Os organismos conseguiram
degradar 75% de C9-C20, 51% de C21-C36, 36% de BTEX ¢ 0 20% dos PAHs. Porém,
ensaios de toxicidade foram realizados, mas ndo mostraram uma relagao com a reducao
de poluentes no solo, possivelmente devido a formagao de metabolitos toéxicos durante a

biorremediacdo (STELIGA; JAKUBOWICZ; KAPUSTA, 2012).

O cianeto ¢ um composto quimico altamente toxico muito utilizado nas industrias
de mineragdo de ouro e processamento de pecas metéalicas. Além disso, o cianeto ¢
produzido naturalmente por algumas plantas. Existem microrganismos adaptados a uma
respiracao celular resistente ao cianeto, os quais podem reduzir o composto utilizando-o
como fonte de nitrogénio. Nesse sentido, bactérias nativas presentes em rejeitos de
mineracdo foram isoladas e testadas na sua capacidade para degradar cianeto. Os
microrganismos foram adaptados para condigdes alcalinas e foram identificados através
da técnica de espectrometria de massas MALDI-TOF como pertencentes as espécies de
Bacillus subtillis, Bacillus pumilus e Bacillus licheniformis. As cepas isoladas
conseguiram degradar a totalidade do cianeto em condi¢des experimentais de laboratdrio
demonstrado o seu uso potencial na remediacdo de cianeto em residuos e dareas

contaminadas por atividades de mineracao (ROSARIO, 2017).
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8 POTENCIALIDADES E DESAFIOS FUTUROS

Existem inGmeras vantagens

e desvantagens

relacionadas ao uso de

microrganismos na remediagdo de sitios contaminados, os pontos mais importantes estao

resumidos na Tabela 4.

Tabela 4. Vantagens e desvantagens da biodegradagdo na gestdo de dareas

contaminadas.
Vantagens Desvantagens
Utiliza a habilidade natural dos | O processo ¢ lento. Normalmente precisa
microrganismos para degradar os | de um tempo maior quando comparado a
poluentes. outras tecnologias de tratamento.

E uma tecnologia economicamente mais

vantajosa que outras tecnologias

convencionais.

Nao ¢ aplicavel para  qualquer

concentragdo de contaminante no solo.

Normalmente, ndo necessita de outros

tratamentos posteriores.

Quando aplicada in situ, € necessario que

o0 solo seja muito permeavel.

Podem ser aplicadas in situ € costumam ter
custos de instalagdo menores que as

tecnologias convencionais.

A performance ambiental do tratamento ¢
dificil de monitorar e sua medicao pode
significar um alto custo devido ao tempo

que precisa ser realizado.

Aceitacdo publica e legal.

Em alguns casos, os poluentes podem ser
degradados em compostos ainda mais
toxicos, os quais podem contaminar as
ndo forem

aguas subterrdneas se

controlados.

Fonte: Adaptado de Kumar, Shahi e Singh (2018).
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Um andlise realizada por Majone et al. (2015) sobre a biorremediagao in situ de
dguas subterrdneas e sedimentos na Europa evidenciou que as tecnologias de
bioprocessos estdo em crescimento e sao uma alternativa promissora na gestdo de sitios
contaminados. Porém, os autores também afirmaram que a biotecnologia precisa de um
entendimento amplo da geoquimica, hidrologia, microbiologia e ecologia dos sitios

contaminados e que, por isso, 0 seu potencial ainda é parcialmente explorado.

Por outro lado, nos Estados Unidos, o relatdrio bianual de remediacao de aguas
subterraneas mostrou que durante muito tempo as tecnologias de remediacao ex situ de
pump and treat (P&T) foram as mais utilizadas nos EUA (EPA, 2020). Entre os anos
1982 e 2005, aproximadamente 80% dos projetos aplicavam a estratégia de P&T de
remediacdo. No entanto, de 1997 até 2017, a tendéncia € o crescimento na utilizagdo de

técnicas de remediacdo in sifu como mostrado na Figura 8.

Figura 8. Tendéncias na distribuicao de tecnologias de tratamento de dguas subterraneas

aplicadas em sitios contaminados nos EUA (1982-2017).
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Fonte: EPA, (2020).

Dentro das tecnologias in situ utilizadas, a biorremediagdo tem superado as técnicas

quimicas e térmicas nos tratamentos selecionados entre os anos 2015 e 2017 (Tabela 5).
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Alguns dos motivos que favorecem a utilizagao de técnicas de biorremediagdo de sitios
contaminados e, especialmente, as técnicas de remediagdo in situ, ¢ que elas consomem
menos energia e causam menores perturbacdes no local a ser tratado. Além disso, a
injecdo de substancias quimicas no solo € normalmente regulada e limitada, estimulando

o uso de biotecnologias baseadas em organismos nativos do sitio contaminado.

Tabela 5. Técnicas de remediacdo de dguas subterraneas reportadas em documentos de

tomada de decisdao (Ano 2015-2017).

Numero de
Técnica de Remediacio Documentos de Porcentagem
Decisao (2015-2017)
Remediacdo Ex Situ (P&T) 22 20%
Remediagao In Situ 56 51%
Biorremediagao 30 27%
Tratamento quimico 26 24%
Tratamento térmico 6 5%
Barreiras reativas permeaveis 5 5%
Extragdo multi-fase 4 4%
Injecdo de ar 3 3%
Estabilizacao/solidificagao 2 2%
Eletrocinética 1 1%
Flushing 1 1%
Fitorremediacao 1 1%
Extracdo de vapor 1 1%
Nao especificado 3 3%
Atenuagao Natural Monitorada 22 20%
Contengao 1 1%
Controles institucionais 78 71%
Fonte alternativa de dgua 5 5%

Fonte: (EPA, 2020)

Entre os desafios futuros dos bioprocessos na gestao de sitios contaminados estao
a preocupagdo geral na falta de efetividade das técnicas biologicas e os seus possiveis
efeitos secundarios como a acumulagdo de patdogenos ou metabolitos toxicos (MAJONE

et al., 2015). Os microrganismos ndo degradam os metais e existe o risco desses metais
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serem liberados novamente no ambiente apos a morte dos microrganismos (SINHA et al.,

2009).

Em geral, as técnicas in situ sdo mais especificas do local e precisam de um
entendimento profundo dos processos geoldgicos, quimicos e bioldgicos da metodologia.
Por isso, alguns pesquisadores (KUMAR; SHAHI; SINGH, 2018) ressaltam a
importancia da pesquisa prévia a aplicacdo em campo para o entendimento das rotas
metabodlicas, a bioquimica e genética do processo e a ecologia microbiana de cada sitio

contaminado, antes e durante a aplicacao de técnicas de biorremediagao.

Por esses motivos, nos ultimos anos, varias novas tecnologias t€ém se dedicado a
superar os desafios da aplicagdo das biotecnologias no tratamento de sitios contaminados.
Essas estratégias procuram melhorar a eficiéncia e a velocidade de biorremediagao
incluindo, por exemplo, estratégias de engenharia genética. A adaptagdo de
microrganismos em ambientes contaminados pode ser um processo lento, por isso,
pesquisas que prometem melhorar esse parametro estdo sendo amplamente realizadas.
Entre elas, ressalta-se a aplicagdo da metagendmica no entendimento dos genes
responsaveis da sintese de enzimas que realizam a degradagdo de poluentes. Além disso,
as técnicas de metagendmica podem ser utilizadas na produgdo a escala industrial de
enzimas para o desenvolvimento de tecnologias de tratamento enzimatico (WEISS;
COZZARELLI, 2008). Por outro lado, as técnicas de bioinformatica e de clonacdo e
expressao de genes, por exemplo, ainda precisam se desenvolver na drea ambiental para
poder contribuir a sua aplicagdo na gestdo de sitios contaminados (RAYU;,

KARPOUZAS; SINGH, 2012).

Outra estratégia para o desenvolvimento das técnicas de biorremediacdo € a
combinagcdo das andlises das rotas metabolicas com as técnicas bioldgicas de
melhoramento genético introduzindo a utilizagdo de organismos geneticamente
modificados (OGM) (KUMAR; SHAHI; SINGH, 2018). Assim, as caracteristicas
fisiologicas e metabdlicas dos microrganismos poderiam ser modificadas ou selecionadas
para desenhar rotas metabdlicas que catalisem efetivamente a degradagdo de poluentes.
Porém, o uso dessas tecnologias ainda precisa ser muito estudado antes da aplica¢do a
escala de campo no ambiente. A utilizagdo de organismos geneticamente modicados
ainda representa um risco de transferéncia de genes horizontalmente e de proliferacao nao

controlada dos OGM (RAYU; KARPOUZAS; SINGH, 2012).
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Outros autores (RAYU; KARPOUZAS; SINGH, 2012; SINHA efal., 2009)
indicam o potencial de adicionar técnicas de fitorremediagdo para melhorar a performance
das técnicas baseadas apenas no metabolismo bacteriano. As plantas podem acumular e
imobilizar no tecido vegetal contaminantes persistentes presentes no solo. Assim, as
técnicas de fitorremediacao podem ser utilizadas como o passo final em conjunto com
técnicas baseadas no metabolismo microbiano em processos conhecidos como

“fitorremediacdo assistida por microrganismos”.

Em geral, a maioria de projetos de remediacdo de sitios contaminados inclui
diversas estratégias para atingir a degradagdo de poluentes no solo. Isso demonstra que
ndo existe uma unica solugdo ao problema e que as estratégias transdisciplinares sdo as
de maior potencial no futuro do biotratamento de areas contaminadas (WEISS;
COZZARELLLI 2008). A combinacdo de um entendimento profundo das caracteristicas
geoquimicas, hidrologicas e microbioldgicas do sitio contaminado juntamente com a
implementagdo de estratégias inovadoras de enfoque molecular e estratégias tradicionais
de cultivo microbiano parece ser o futuro das biotecnologias aplicadas a gestdo de areas
contaminadas e, portanto, exigira a colaboragdo de profissionais de diferentes areas na

busca por solugdes eficazes aos problemas ambientais.
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9 CONCLUSAO

A biorremediagdo ¢ uma técnica adaptavel, eco-amigavel e eficaz de tratamento
que estd sendo cada vez mais utilizada na gestdo de areas contaminadas e na remediagao
ambiental. O potencial dos microrganismos de transformar os poluentes em compostos
nao toxicos ¢ a chave do desenvolvimento dessas tecnologias. A biorremediacao baseia-
se nas intera¢des dos microrganismos com os poluentes e nas condigdes que influenciam
nesses processos. Assim, as condigdes ambientais e as que influenciam na bioquimica da
degradacao do poluente, podem ser controladas in situ € ex situ para conseguir niveis
aceitaveis de concentragio de poluentes no ambiente. E importante considerar que a
biorremediacdo de areas contaminadas depende profundamente do entendimento dos
processos bioquimicos e microbianos do solo. O fomento da utilizacdo de técnicas
bioldgicas na remediagdo de sitios contaminado pode se ver favorecido com a
incorpora¢do de técnicas de bioquimica e genética em conjunto com as técnicas de

engenharia j4 utilizadas.

Nesse contexto, a pesquisa sobre os mecanismos bioquimicos de degradagdo ¢
uma peca fundamental, incluindo também as novas abordagens enziméticas e
protedmicas da degradacdo de poluentes. Incorporar os conhecimentos de diferentes areas
como a biologia molecular, a quimica analitica, a biogeoquimica e a engenharia
ambiental, sdo o futuro de tratamentos bioldgicos eficientes e a baixo custo de sitios

contaminados.
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